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1 EINLEITUNG 


Die Vision des vollautonomen Fahrens begeistert nicht nur Ingenieur:innen 
der Automobilbranche, sondern auch die heutige Gesellschaft, die sich von 
diesem Mobilitätskonzept mehr Sicherheit und Fahrkomfort verspricht. Unter 
dem Begriff des autonomen Fahrens werden selbstfahrende Fahrzeuge oder 
Transportsysteme bezeichnet, die einen ohne Eingriff des Fahrers fortbewegen. 
Die Society of Automotive Engineers (SAE) hat Entwicklungsstufen definiert, 
die von Stufe 0 (keine Automatisierung) bis zur Stufe 5 (fahrerloser Transport) 
aufsteigend eingeteilt sind [1,2]. 


Neben den bereits etablierten Systemen wie Kamera, Radar und Ultraschall ist 
für die dritte Automatisierungsstufe die komplexe Technologie des Light de- 
tection and ranging (LiDAR) aufgrund seiner hohen Reichweite und Auflösung 
unverzichtbar [3]. Keine andere Technologie wird finanziell vergleichbar geför- 
dert wie aus Berichten [4] der Aktiengesellschaft JHS Markits zur Evaluierung 
der Umfelderfassung von Fahrzeugensensoren hervorgeht. Diese Untersuchung 
gibt an, dass LiDAR -Sensoren bis 2026 fast 2,5 Milliarden Dollar einbringen 
werden [5]. Zudem wird erwartet, dass hochentwickelte Fahrerassistenzsyste- 
me mit hoher Automatisierungsstufe die Nachfrage bis 2025 auf bis zu fünf 
Millionen mit LiDAR ausgerüstete Fahrzeuge steigern wird [4,6]. Die Ent- 
wicklung des LiDAR Sensors gehört daher zu den Schlüsseltechnologien der 
Zukunft für das Mobilitätskonzept des autonomen Fahrens [6,7]. Aktuelle wis- 
senschaftliche Studien [3, 8-10] belegen zudem die wirtschaftliche Bedeutung 
dieses Sensors. 


LiDAR ist ein optisches Messverfahren zur Ortung und Messung der Entfer- 
nung von Objekten im Raum, das im Automotive-Bereich vorwiegend auf dem 
Prinzip der Laufzeit (engl. Time of Flight) (ToF) basiert. Bei der ToF-Messung 
werden mehrere Laserimpulse in die Umgebung ausgesendet und an den sich 
im Raum befindlichen Objekten reflektiert. Durch das Gesetz der gleichförmi- 
gen Bewegung d =c-Ar/2 lässt sich die Distanz d zu einem Objekt über die 


1 Einleitung 


Laufzeitmessung At des reflektierten Signals anhand der Lichtgeschwindigkeit 
c des Laserlichts messen [11]. 


Die Reichweite des direkten ToF-Messprinzips ist direkt proportional zur 
emittierten Laserpulsenergie und wird entweder durch das Signal-Rausch- 
Verhältnis (engl. Signal noise ratio) (SNR) am Detektor oder der Hinter- 
grundstrahlung begrenzt. Üblicherweise werden leistungsstarke Nah-Infrarotes 
Licht (NIR)-Laserdioden verwendet, die hohe Pulsspitzenleistungen und kurze 
Laserpulse im Bereich weniger Mikrosekunden bieten. Dadurch ist einerseits 
eine bessere Auflösung der Umgebung gegenüber etablierter Systeme mög- 
lich, da das Umfeld öfters abgetastet wird, andererseits kann durch die stärke- 
re Pulsspitzenleistung eine höhere Reichweite erzielt werden, da das zurück 
reflektierte Signal am Detektor eine Mindestschwelle übersteigen muss, um 
erfasst zu werden. Die hohe Energiedichte dieser Laserquellen kann jedoch 
für das menschliche Auge gefährlich sein. Daher muss die Energiedichte des 
Laserpulses begrenzt und nach der DIN EN 60825-1:2015 klassifiziert werden, 
um die Augensicherheit für andere Verkehrsbeteiligte zu gewährleisten [12]. 


Da die zugrundeliegende Technologie des LiDAR-Sensors auf Laser-Scanning 
oder Flash (Laserblitzen) basiert, sendet jedes Fahrzeug beispielsweise inner- 
halb einer Minute ca. 18 000 000 Laserpulse! (vgl. Velodyne [13]) aus. Un- 
ter Verwendung von NIR-Beleuchtung, die fiir das menschliche Auge nicht 
sichtbar ist, wird der biologische Schutzmechanismus des Lidschlussreflexes 
nicht ausgelöst. Die Strahlungsexposition des Lasers, die in das menschliche 
Auge gelangt, kann somit eine schädigende Wirkung haben, sofern die ma- 
ximal zulässigen Bestrahlungsstärken (MZB) des Lasersicherheitsstandards 
überschritten werden. 


Die zulässigen Grenzwerte des Lasersicherheitsstandards [14] wurden durch 
laser-induzierte Schädigungsexperimente an retinalem Gewebe von Nicht- 
humane Primaten (NHP) oder aus Schlachtabfällen-gewonnenen Explants 
von Rindern und Schweinen abgeleitet [15, 16]. Die dabei bestimmten Schä- 
digungsgrenzwerte nach Laserexposition wurden anschließend durch die 
International commission on non-ionizing radiation protection (ICNIRP) be- 
wertet und mit einem Sicherheitsfaktor versehen, der insbesondere die biologi- 
sche inter- und intraindividuelle Variabilität sowie Messunsicherheiten bei der 


! bei Normalbetrieb mit einem horizontalem Field of View von 360°. 


1.1 Motivation 


Dosimetrie beriicksichtigen soll. Der Lasersicherheitsstandard definiert diese 
Expositionen als MZB, um Gefahrdungen von Haut und Auge eines Menschen 
zu verhindern. Von produktspezifischer Seite, werden Lasergeräte durch die 
Grenzwerte zugänglicher Strahlung (GZS) beschränkt. 


1.1 MOTIVATION 


Durch verbesserte Messmethoden und neuartige Laseranwendungen mit Puls- 
dauern im Nanosekunden (ns) - bis Femtosekunden (fs) - Bereich, wird das 
Verständnis über Schädigungsschwellwerte und den zugrundeliegenden Me- 
chanismen erweitert. Die MZB-Werte werden infolge dessen stetig an den 
Stand der Technik angepasst, sodass neue Schädigungsmessungen zu ange- 
passten MZB-Werten führen können. Beispielsweise wurde in der von Zuclich 
et al. [17] veröffentlichten Arbeit, ein Schädigungsgrenzwert (vgl. Abb. 1.1) im 
Abgleich mit der DIN EN 60825-1:2007 ermittelt, welcher keinen Sicherheits- 
abstand zum erlaubten MZB aufwies [18]. Als Konsequenz daraus, wurde in 
der Revision DIN EN 60825-1:2015 der MZB für - bezogen auf kleine Quellen 
und Einzelpulse im Pulsdauerzeitbereich von ns bis Sub-us - um einen Faktor 
von 2,5 herabgesetzt. Zudem wurde der Übergang des Pulsdauerzeitbereichs 
der Sub-us bis Sekunden, der ursprünglich über den Wärmeleitungsfaktor 7; 
von 18 us definiert wurde, auf 5 us herabgesetzt [18]. Die Begründung für diese 
Änderung liegt in neuen Erkenntnissen zur Spotgrößenabhängigkeit und die 
damit verknüpfte Wärmeleitung im Gewebe nach einer Laserbestrahlung [19]. 


Die Konsequenz dieser Verschiebung des Wärmeleitungsfaktors führt dazu, 
dass Laserprodukte mit Pulsen zwischen 5 us und 18 us ebenfalls eine Re- 
duktion der emittierten Leistung um 2,5 zu berücksichtigen haben, obwohl 
ausreichend Sicherheitsabstand zur MZB in diesem Zeitbereich ermittelt wor- 
den war. Da die MZB für das Auge die direkte Grundlage für die zugängliche 
Emissionsgrenzwerte für die Laserproduktsicherheitsklassen Klasse 1, IM, 2, 
2M und 3R sind, führen alle Änderungen der MZB auch zu äquivalenten Ände- 
rungen der GZS-Werte und damit zur zulässigen Ausgangsleistungen für diese 
Klassen. Laser-Scannende Produkte, die somit vorher der Klasse 2 zugeordnet 
waren, sind somit teilweise in die Klasse 3R versetzt worden, die in Europa 
nicht als einfache Verbraucherprodukte auf dem Markt zugelassen ist [21]. 


1 Einleitung 
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Abbildung 1.1: Vergleich der MZB beider Versionen des Lasersicherheitsstandards DIN EN 
60825-1:2007 (Ed. 2) [20] (blau gestrichelt) und DIN EN 60825-1:2015 (Ed.3) [14] (orange 
durchgezogen) bezogen auf einen Strahlungsdurchmesser von 80 um auf der Netzhaut. Die Ein- 
zelpulsmessung von Zuclich et al. [17] (blaue Rauten) ergab im ns-Pulsdauerzeitbereich einen 
laser-induzierten Schädigungsschwellwert auf der MZB ohne Sicherheitsabstand. Vergleichbare 
Messungen an Explants (schwarze Quadrate) liegen aufgrund histologischer Unterschiede des 
bestrahlten Gewebes in der Regel um einen Faktor von 2-4 oberhalb der NHP-Messungen. 


Einige Studien [21,22] haben sich mit den Schwierigkeiten befasst, Produkte 
höherer Laserklassen dennoch als augensicher für Verbraucher auf den Markt 
zu bringen. Trotz technischer Analysen [23], die aus der Norm mit ausrei- 
chendem Sicherheitsabstand zur MZB abgeleitet worden sind, konnten die 
Hersteller dennoch keine Zulassungen fiir den Verbrauchermarkt erlangen. 


Um einen wirtschaftlichen Schaden zu verhindern, indem durch neue Un- 
tersuchungen erneut eine Revision des Lasersicherheitsstandards ausgelöst 
wird, soll im Rahmen dieser Untersuchung die Augensicherheit von Mehr- 
fachpulsen bezüglich einer Status quo unbekannten Pulsadditivität bei ns- 
Pulsen für bislang nicht-überprüfte Emissionsdauern untersucht werden. Da- 
zu wird Licht der Wellenlänge 532nm appliziert, da die Norm für diesen 


1.2 Stand der Technik 


Bereich die größte Diskrepanz aufweist und Revisionen in der Regel die an- 
grenzenden zulässigen Bestrahlungen anderer Wellenlängenbereiche (LiDAR: 
NIR/Infrarotes Licht (IR)) beeinflusst. 


1.2 STAND DER TECHNIK 


Basierend auf den Richtlinien des Lasersicherheitsstandards werden mithilfe 
der MZB zulässige Expositionen angegeben, die zu keinen beeinträchtigenden 
Effekten für Haut und Auge führen. Die Richtlinien werden von verschiede- 
nen internationalen Experten im Rahmen der ICNIRP zusammengestellt, die 
eine jahrelange Expertise für Entwicklungsregularien oder Empfehlungen des 
Arbeitnehmerschutzes bezüglich optischer Strahlung nachweisen können. Die 
Expositionsgrenzwerte sind wellenlängenabhängig (180nm bis 1000 um) für 
verschiedene Emissionsdauern (100 fs bis 30ks) definiert [14]. 


Die Expositionsgrenzwerte für Laserstrahlung werden je nach Emissions- 
dauer mit der Einheit einer Bestrahlungsstärke E (W -m >?) bzw. einer Be- 
strahlungsexposition H (J-m”?) versehen. Die Bestrahlungsdauern wurden 
aufgrund des zugrundeliegenden beobachteten Schädigungsmechanismus in 
unterschiedliche Dauereinheiten gruppiert. Zu den Schädigungsmechanismen 
(vgl. Kap. 3.2) zählen: Photo-chemischer Effekt, thermische Wirkung, thermo- 
mechanischer Effekt und photo-mechanischer Effekt. Um biologische Parame- 
ter bzw. empirische Beobachtungen mit einzubringen und zu berücksichtigen, 
wurden zudem sieben in Tab. 1.1 zusammengefasste Korrekturfaktoren einge- 
führt, die die realen Schädigungsschwellen genauer beschreiben sollen. Außer- 
dem wurden zeitliche Knickstellparameter eingeführt, um Augenbewegungen 
während längeren Expositionsdauern zu berücksichtigen [14]. 


Im Jahr 2015 wurde Edition 3 der DIN EN 60825-1 veröffentlicht und löste 
damit die bisher gültige Edition 2 ab. Eine wesentliche Änderung, die diese 
Version betrifft, lautet: 


"Aktualisierung der zugänglichen Emissionsgrenzwerte für die Klassen 1, IM, 
2, 2M und 3R von gepulsten Quellen, insbesondere von gepulsten erweiterten 
Quellen, um die jüngste Revision der ICNIRP-Empfehlungen über Expositi- 
onsgrenzwerte widerzuspiegeln.” [14] 


1 Einleitung 


Tabelle 1.1: Ubersicht der Korrekturfaktoren fiir Bewertungen der MZB-Werte. In der Spalte 
Relevanz wird darauf hingewiesen, ob dieser Parameter im Rahmen dieser Arbeit verwendet wird. 


Parameter Definition Spektralbereich in nm Relevanz 
Cı 5,6: 103 - 925 180 bis 400 - 
Co 30 180 bis 302,5 E 
1092-295) 302,5 bis 3315 2 
C3 1 400 bis 450 - 
109+02-(4-450) 450 bis 600 + 
C4 1.Q0;002-(A-700) 700 bis 1050 2 
5 1050 bis 1400 z 
Cs 1* 180 bis 400 und 1400 bis 10° - 
N~025% 400 bis 1400 + 
Co 1 180 bis 400 und 1400 bis 10° - 
1 für a < Amin 400 bis 1400 + 
Amin für Amin < A < Omax 400 bis 1400 + 
Omax/Amin für a > Omax 400 bis 1400 + 
C 1 700 bis 1150 - 
100.018:0-1150) 1150 bis 1200 K 
8 + 100-040-1250) 1200 bis 1400 - 


Anmerkungen: * nur bei kiirzeren Pulsen als 0,25 s anwendbar, siehe 4.3 f) aus Norm. 
Qmin = 1,5mrad 


Omax =5 mrad beit < 625us 
= 200-195 mrad bei 625us < t < 0,25 s 
= 100 mrad bei t > 0,255 


Diese Änderung ist hauptsächlich durch die bereits genannte Einzelpuls- 
messung von Zuclich et al. [17] ausgelöst worden. Zudem hat die Revision 
darüber hinaus die anliegenden Wellenlängenbereiche und Expositionszeiten 
(vgl. Abb. 1.1) angepasst. 


1.2.1 BEWERTUNG VON MULTIPULSBESTRAHLUNG 


Zum Umgang mit Multipuls-Bestrahlung wurden Korrekturfaktoren (siehe z.B. 
Cs, vgl. Tab. 1.1) eingeführt, die auf biologische Wechselwirkungen von hin- 
tereinander auf bzw. ins Auge fallenden Laserpulse zurückzuführen sind, die 
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den zugrundeliegenden Schädigungsmechanismus berücksichtigen sollen. So 
wurde beispielsweise im Pulsdauerzeitbereich von us bis zu wenigen Sekun- 
den ein thermisches Additivitätsverhalten [24] (vgl. Abb. 1.2) bezüglich der 
Pulswiederholrate (engl. Pulse repetition frequency) (PRF) im Gewebe beob- 
achtet und als kumulativer Effekt identifiziert, was zu einer Absenkung der 
zulässigen Einzelpulsleistung einer Pulsfolge geführt hat. 


Im Pulsdauerzeitbereich von ns, wurde ebenfalls eine Absenkung der Schä- 
digungsgrenzwerte beobachtet [25, 26], welche jedoch nicht durch ein ther- 
misches Modell [27,28] beschreibbar sind, da hierbei thermo-mechanische 
Effekte [29-31] dominieren. Um dem ungeachtet eine sichere Absenkung der 
Einzelpulsleistung für kürzere Pulse zu gewährleisten, um einen Sicherheits- 
abstand sicherzustellen, wurde der Korrekturfaktor Cs auch für den genann- 
ten Expositions-Zeitbereich übernommen [14, 20]. Dadurch ist ein Sicher- 
heitsabstand bezüglich der experimentell bestimmten Schädigungsschwellen 
hergestellt, nicht aber nachvollzogen, welche Mechanismen im Gewebe zur 
Schädigung geführt haben. Aus diesem Grund ist auch die Definition des Kor- 
rekturfaktors Cs unklar und unvollständig diskutiert. Dieser unvollständige 
Kenntnisstand zum Geschehen im retinalen Gewebe kann jedoch ausschlagge- 
bende Konsequenzen auf die Norm haben. 
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Abbildung 1.2: Thermisches Additivitätsverhalten. (a) Zwei zeitlich aufeinander applizierte Pulse 
erzeugen einen Temperaturanstieg im Gewebe. Die PRF ist so niedrig, dass die beiden Pulse sich 
bezüglich der Temperatur im Gewebe nicht beeinflussen. (b) Die PRF ist so hoch, dass der zweite 
Puls eintrifft, bevor das Gewebe seine ursprüngliche Ausgangstemperatur erreicht hat, wodurch 
die kritische schädigende Gewebetemperatur erreicht wird. 


1 Einleitung 


Bewertung im Lasersicherheitsstandard: Die Laserschutznorm DIN EN 
60825-1 [14] fordert je nach Wellenlänge fiir die Bewertung von wiederholt 
gepulsten oder modulierten Lasern der Laserklasse 1 eine Prüfung hinsichtlich 
dreier Kriterien (vgl. Tabelle 4 aus Ref. [14]): 


1. Einzelpuls-Kriterium: Die in die Pupille treffende Bestrahlung durch ei- 
nen Einzelpuls einer Pulsfolge darf den GZS eines Einzelpulses nicht 
überschreiten. Die Berechnung (vgl. Gl.(1.1)) des GZS lässt sich aus 
dem Lasersicherheitsstandard [14] für die applizierte Einzelpulsdauer 
entnehmen. In dieser Untersuchung wird der GZS für die Parameter die- 
ser Arbeit angenommen (Wellenlängenbereich von 400 nm bis 700 nm, 
Pulsdauern von 10°!'s bis 5-1076 s). 


GZS ginzelpuls =7,7- 1078 -CeJ (1.1) 


2. Mittleres-Leistungs-Kriterium: Die mittlere Leistung einer Pulsfolge in 
der Emissionsdauer T darf die Leistung, die der GZS (vgl. Gl. (1.2) und 
Gl. (1.3)) eines Einzelpulses der Dauer T entspricht, nicht überschrei- 
ten. Da in den Experimenten dieser Arbeit ein regelmäßiges Pulsmuster 
untersucht wird, reicht es aus, über die Zeitbasis von 100s zu mitteln. 


GZSpuisfolge, photo-chemisch = 3,9- 197° -C3W (1.2) 


GZSpulsfolge, thermisch = 7° 107 Ce: TOS) W (1.3) 


3. Kriterium des reduzierten Pulses (C5): Die Energie pro Puls darf den 
GZS (vgl. Gl. (1.4)) der Laserschutznorm für einen Einzelpuls multipli- 
ziert mit dem Korrekturfaktor Cs nicht überschreiten. Die Bestimmung 
des jeweiligen Cs hängt von der zu beriicksichtigenden Zeitdauer (durch 
die Anzahl der Pulse und ihre zeitlichen Abstände zueinander) und dem 
Abbild des Laserstrahls auf der Netzhaut ab. 


GZSpulsfolge = GZSkinzelpuls C5 (1.4) 
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Der Wertebereich des C5 hängt von der Anzahl an Pulsen nach Gl. (1.5) 
ab. Diese Definition ist gültig für Pulsdauern 1 < Tj. 


Cs =1 N < 600 


1.5 
=5.N%25 (min. 0,4) N > 600 (3) 


Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden auf Grenzwerte der Edition 2 
ebenfalls verwiesen, da der Arbeitsschutz auf dieser in Deutschland derzeit 
beruht. Zudem wird untersucht, in wie weit die Änderungen zur Edition 3 
gegenüber den Ergebnissen dieser Studie gerechtfertigt sind. 


Unterteilung der Emissionsgruppen im Lasersicherheitsstandard Bei ex 
vivo und in vivo Untersuchungen [16,29,32-39] wurden die Laserschädigungs- 
schwellen für einen Lasereinzelpuls (vgl. Abb. 1.3) bestimmt und mit einem 
thermischen Bulk-Modell verglichen. Es wurde festgestellt, dass für Expositi- 
onszeiten unterhalb von 50 us das thermische Modell von den Ergebnissen der 
Laserschädigungsschwellen abweicht und schädigende thermo-mechanische 
Effekte dominieren. Der Übergangsbereich kann jedoch aufgrund der Spot- 
größe und der damit einhergehenden Wärmeflussverteilung variieren. 
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Abbildung 1.3: Laserschädigungsschwellen ex vivo [16, 29, 32-39]. In den Untersuchungen von 
Schüle etal. [32] wurden Zelltod und thermo-mechanische Erscheinungen unabhängig voneinander 
gemessen. Die rote Linie gibt die Vorhersage des Zelltods durch das thermische Modell an. 


1 Einleitung 


1.2.2 PULSADDITIVITAT 


Die additive Wirkung von wiederholten Pulsen oder Mehrfachexpositionen 
hängen vom Mechanismus der Gewebeschädigung ab. 


Photo-chemisch: Photo-chemische Effekte sind von der gesamten kumulati- 


ven Dosis im absorbierenden Gewebe abhängig. Untersuchungen zu den 
wirksamen Wellenlängenbereichen, die photo-chemische Effekte her- 
vorrufen, sind bislang kaum verfügbar. Bei länger andauernden wieder- 
holten Expositionen (t > 1 s)reduzieren Verhaltensfaktoren wie Gewebe- 
bewegung und Aversionsreaktionen die Exposition an einer bestimmten 
Abbildungsstelle. Wiederholte oder intermittierende Expositionen sind 
weitgehend relevant für ultraviolette Bestrahlung, da schädigende photo- 
chemische Effekte und Reparaturprozesse konkurrieren [19]. 


Thermisch: Bei thermischen Verletzungen, wenn die Energie während der 


thermischen Einschlusszeit (vgl. T;) abgegeben wird, z.B. in einer Zeit- 
spanne, in der während der Exposition keine signifikante Wärmeab- 
leitung stattfindet, bestimmt die kumulative Dosis auch die thermisch 
induzierte biologische Wirkung. Für wiederholte Pulsexpositionen, die 
länger als die thermische Einschlusszeit dauern, sagen mathematische 
Modelle, die auf experimentelle biologische Wirkungsdaten basieren, 
additive Effekte voraus. Modellierungen zur Vorhersage thermischer 
Schäden sind bereits entwickelt, validiert und verifiziert worden [40-42]. 


Thermo-mechanisch / Photo-mechanisch: Bei kurzen Pulsen (t > 10us), 


bei denen nicht-lineare Effekte dominieren, ist nur eine geringe Additi- 
vität durch beispielsweise der Hintergrunderwärmung des Gewebes zu 
erwarten [43]. Es gibt keine biologische Erklärung für eine Reduktion 
der notwendigen Einzelpulsenergie einer Pulsfolge, um eine Schädigung 
zu verursachen. In neueren Übersichtsarbeiten [25,44,45] der biologi- 
schen Datenbank für repetitive Pulse wurde gezeigt, dass ein Teil der 
scheinbaren Additivität auf die statistische Behandlung der Daten zu- 
rückzuführen ist. Daher wurden in den USA die Regeln zur Bestimmung 
der Expositionsgrenze für repetitive Pulsexpositionen in der Anwender- 
norm des American National Standard for Safe Use of Lasers (ANSI) 
vereinfacht. Dort wurde der Korrekturfaktor Cs (in den USA als Cp 
bezeichnet) für Pulse kleiner T; unabhängig zur Pulsanzahl auf einen 
Wert von 1 festgelegt. 
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1.2.3 KRITIK AM STAND DER TECHNIK 


Die Betrachtung der Datenbasis verfügbarer Schädigungsmessungen zeigt ein- 
deutig, dass diese als Grundlage fiir den Lasersicherheitsstandard gering sind 
und die GZS jederzeit durch neue Forschungsergebnisse angepasst werden. 
Die Bewertung der Augensicherheit fiir den Arbeitsbereich eines LiDAR stellt 
dabei eine besondere Herausforderung, dar, die in diesem Kapitel erläutert 
werden. 


UNZUREICHENDE DATENBASIS 


Die Datenlage bei ns-Pulsen ist gering und weist für den Arbeitsbereich ei- 
nes LiDAR (kurze Pulse, NIR, kHz-PRF) keine adäquaten Daten auf, was auf 
die nicht-existente Verfügbarkeit eines Lasers auf dem kommerziellen Markt 
zurückzuführen ist, der den Anforderungen bezüglich Leistung und Laser- 
stahleigenschaften für Schädigungsmessungen entspricht. Eine Anforderung 
betrifft eine hohe Einzelpulsleistung um bereits mit Einzelpulsen eine Schädi- 
gung zu erzeugen damit anschließend durch Absenkung der Einzelpulsenergie 
die Wirkung von Mehrfachpulsen untersucht werden kann. Da die kommerziell 
verfügbaren NIR-Laser niedrigere Energie emittieren, wurden die Laser nicht 
für diese Arbeit verwendet. 


Es sind Untersuchungen bis 850 nm und ab 1064 nm verfügbar [46, 47], je- 
doch wird für den Wellenlängenbereich dazwischen nur interpoliert. In diesem 
Bereich sind keine großen Abweichungen zu erwarten, allerdings ist unklar, 
bis zu welchem Wellenlängenbereich photo-chemische Effekte wirksam sein 
können, weil diese bislang kaum erforscht wurden. 


ZUVERLÄSSIGKEIT DER DATEN 


Aus den verfügbaren Datensätzen geht hervor, dass im Bereich der ps-Pulse 
bis in den us-Bereich eine hohe Diskrepanz (bis zu einem Faktor von 4) bezüg- 
lich Schädigungsschwellen von NHP-Daten gegenüber Explant-Messungen 
besteht, die methodischen als auch messtechnischen Ursprungs sind. Weiter- 
hin muss ergänzt werden, dass auch innerhalb der in vivo als auch ex vivo 
Messungen hohe Diskrepanzen bis zu einem Faktor von 3 vorliegen. 


1 Einleitung 


Die individuelle Handhabung verschiedener Forschungsgruppen zur messtech- 
nischen Vorgehensweise wie die Wahl des Strahlprofils, der Strahlqualität, der 
Schadensidentifikationskriterien und des Algorithmus zur Bestimmung einer 
schädlichen Laserexposition führt neben unterschiedlichen messtechnischen 
Parametern wie die Pulsdauer, der PRF und der Wellenlänge zu den inkongru- 
enten Ergebnissen. 


Die Uneinheitlichkeit (vgl. Abb. 1.4) lässt sich im Wesentlichen zu folgenden 
Punkten zusammenfassen: 


e Zur besseren Vergleichbarkeit der Schädigungsschwellen wird üblicher- 
weise die Exposition H angegeben, die jedoch keine Kühlungseffekte 
(vor allem relevant bei Mehrfachpulsen) bei kleineren Spots berücksich- 
tigt. 


Es erweisen sich dosimetrische Schwierigkeiten bei der Bestimmung 
laser-induzierter Schädigungsschwellen im in vivo Organismus. Daher 
sind die Messungen an NHP mit großen Messunsicherheiten verse- 
hen und mit Bedacht zu bewerten. Vor allem kleinere retinale Spots 
(< 100 um) sind mittels des Ophthalmoskops nur schwer erkennbar. Die 
Verwendung von Explants scheint daher aus messtechnischer Sicht ziel- 
führend zu sein. 


Es werden Gewebeproben verschiedener Säugetierarten verwendet. In 
der Regel werden Schweine-, Rinder- oder Kaninchen-Explants verwen- 
det. 


Häufig gibt es eine Vorauswahl der Explant-Proben, was die biologische 
Variabilität begrenzt. 


Bei den Untersuchungen der Schädigungsschwellen an Explants wurden 
teilweise die Messergebnisse nach der Bestrahlung hinsichtlich des inho- 
mogenen Strahlprofils korrigiert (um einen Faktor von bis zu 3,8 [32]). 
Die Vorgehensweise dieser Nachkorrektur greift auf theoretische herge- 
leitete Faktoren zurück und ist deshalb ebenfalls zu hinterfragen. 
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Abbildung 1.4: Übersicht vorhandener ex vivo Schädigungsexpositionen [29, 32-39] fiir Einzel- 
pulse im ns-Range. Die Inkongruenz im sub-ns-Bereich nimmt einen Faktor von ca. 3 an. 


DATENLAGE ZUR MULTIPULSAUSWIRKUNGEN 


Untersuchungen zu Schädigungsschwellen von Multipulsbestrahlung sind in 
Abb. 1.5 und in Tab. 1.2 dargestellt, wobei zwei Kritikpunkte deutlich wer- 
den: Einerseits spiegelt sich hier die Uneinheitlichkeit der Daten erneut ab. 
Es sind keine einheitlichen Korrelationen zwischen Pulsdauer, Wellenlän- 
ge oder Durchmesser und dem Reduktionstrend erkennbar. Außerdem sind 
die messtechnischen Kontrollsysteme zur Bestimmung der Laserparameter in 
den älteren Messungen fraglich, da die für die Exposition H notwendigen 
Strahldurchmesser lediglich theoretisch abgeleitet wurden. Zudem hat sich die 
Technologie der Mess- und Lasergeräte in den letzten Jahrzehnten deutlich 
verbessert. 


Dieser Mangel an vertrauenswürdigen Daten führt zu großer Ungewissheit, 
ob sich die im Lasersicherheitsstandard beschriebenen Korrekturfaktoren dazu 
eignen, den Verlauf der Schädigungsschwellen zu beschreiben. Insbesondere 
der Verlauf bei Applikation höherer Pulsanzahlen - wie bei den vom LiDAR 
ausgesandten Frames - sind zu hinterfragen, da eine Augensicherheit garantiert 
sein muss. 


13 


1 Einleitung 


E- Cain02 

= a wes 
510 ©-- Cain02 
= 4 Lund2014 
zZ |--A- Lund2014 
2 |--A- Lund2014 
x 0.8 |--A- Lund2014 
2 -4-- Lund2014 
2 ~<}-- Lund2009 
3 weten. + |e Brinkmann00 
= 0.6 |-#*~ Brinkmann00 
5 si i 4 l-4- Brinkmann00 
g |-@-- Roider1993 
faa} |--O Roider1993 
204 8 Schüle2002 
5 |--O Schüle2002 
'E Í --@-- Rögener2004 
= oy T --@-- Stolarski1999 
S 0.2 -m ©-- Skeen1972 

EE ee ee E Griess1980 

|-@ Griess1980 
e @ 
-6 
0.07 N 2 n3 ir 5 
0 10 10° 10° 10 10 


Pulsanzahl 


Abbildung 1.5: Darstellung verfügbarer, normierter ex vivo und in vivo Multipulsdaten im sicht- 
baren Bereich und für 1064nm und Pulsdauerzeitbereiche von Sub-Pikosekunden bis Sub- 
Millisekunden. Insgesamt ist ein Abfall der Schädigungsschwellen mit zunehmender Pulsdau- 
er erkennbar. Der Absenkungsgrad ist trotz Sortierung nach Pulsdauer, Pulswiederholrate oder 
Durchmesser nicht eindeutig erkenntlich. 


VERWENDUNG DES C5 KRITERIUMS 


Da die Umgebungsdetektion durch einen LiDAR darauf basiert, dass mehr- 
fach sehr kurze Pulse (ns- bis us- Range) ausgesandt werden, müssen nach 
Normvorschrift auch die Korrekturfaktoren bezüglich wiederholender Pulse 
zur Bestimmung der GZS angewandt werden. 


Wie in Abschnitt 1.2.1 erläutert, müssen Laserprodukte die GZSs für Mul- 
tipulsbestrahlung nach drei Kriterien erfüllen. Der Korrekturfaktor des redu- 
zierten Puls (C5) ist aus empirischen Beobachtungen bei der Untersuchung 
von repetitiver Bestrahlung, die zu thermischen Schädigungen an der Netzhaut 
geführt haben, abgeleitet worden. Dieser Ansatz lässt sich auch mit den aktu- 
ellen Modellierungsmöglichkeiten (siehe Kap. 4.2) für Pulsbreiten im us- bis 
s-Bereich verifizieren und validieren. Der zugrundeliegende Schädigungsme- 
chanismus gilt als verstanden und kann somit für thermische Schädigungen 
als Grundlage für die Vorhersage von Auswirkungen von Mehrfachpulsung 
verwendet werden. 
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Tabelle 1.2: Chronologische Ubersicht zu Multipulsmessungen aus der Literatur. G = Gaussprofil. 
T = Top Hat. M = Macula. P = Paramacula. K = Kollimierter Strahl. KA = Kaninchen. E = Ex- 


plant. 
S 
S N 
ž a 
z J g 2 
S g = 
& a = a Ei = £ 
= © 5 5 = D 3 Eh > 
A = & & al © a a & 
Skeen [48] ’72 514,5 Ous Var G NHP,M Ih 15°* Var 
Ebbers ’73 k.A. Ons 1-20 kA. kA. kA. kA. 10 
Ebbers [49] ’74 905 30 ns k.A. k.A. NHP,P KA. kA. 40/103 
Gibbons [50] 74 514,5 40 us -500 G NHP,M kA. KA. 102/103 
Stuck [47] ’78 k.A. 270/730ns 1-5000 k.A. KA. kA. k.A. 1-103 
Stuck [47] °78 k.A. 0/40 us -3-105 KA. k.A. k.A. k.A. 1-105 
Hemstreet [46] 78 1064 270-770ns 2-5-10* G NHP,M 1,47* — 107!-104 
Griess [51] ’80 532/1064 16ns 1-10? G  NHP,M,P 1/24 K,900 10 
Lund [52] ’81 Var‘ Var Var G NHP, P 2 3% Var“ 
Roider [53] ’93 514 Sus -500 T KA 2/24 110 500 
Stolarski [54] 99 800 30 fs 1-10 k.A. NHP,P N4 k.A. k.A. 
Brinkmann [29] ’00 527 0,25-3us 1-10°  T** E k.A. 47 500 
Schüle [55,56] 022 527/532 8ns-1,7us 1-10? T** KA k.A. 116 10/100/500 
Rögener [37] ’04 532 6us -102 T#* -E 05 kA. 500 
Lund [25,57] 709/14 532 Tns 1-10 T  NHP,P /24 100/500 10 
Lund [26] 714 532 100 us -103 T  NHP,P /24 100 50/10? 
Diese Arbeit 532 1,8ns 1-2-10° T E 0,25 319*** 25 
Anmerkungen: 


* Korneal gemessener Spot 


** Top Hat mit Intensitätsmodulationen 


*** Kantenlänge, da quadratischer Spot 
a Variation zwischen 2 Hz (N= 1), 10 Hz (N=5), 100 Hz (N=50), 1 kHz (N=500) und 10 kHz (N = 5000) 
> Strahldurchmesser in mm, ohne Angabe an welcher Stelle vermessen. 


Indikation, dass auf minimalen Spot eingestellt wurde. 
© 532 nm, PRF 10 Hz, 140 ns für (N = 1, 10, 100); 850 nm, PRF 10 Hz, 180 ns für (N = 1, 10, 100, 1000); 
860 nm, PRF 120 Hz, 500 ns für (N = 15 000-960 000) 


Da bei thermo-mechanischer Schädigung ebenfalls eine Reduktion der Schä- 
digungsschwellen beobachtet wurde, ist der für ursprünglich zur Beschreibung 
thermischer Schäden eingesetzte Korrekturfaktor (C5) auch für die kürzeren 
Pulsdauern angewendet worden, ohne auf biologischen Modellen zu basieren. 
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1 Einleitung 


Der empirisch ermittelte Reduktionsfaktor ist zudem limitiert durch die ma- 
ximale Pulsanzahl, die experimentell fiir sowohl thermische als auch thermo- 
mechanische Einfliisse evaluiert wurde. Da durch diese Doppelverwendung 
keine bio-chemischen bzw. physikalischen Effekte beriicksichtigt werden, ist 
es nicht möglich, Schädigungsschwellen für bislang nicht untersuchte höhere 
Pulsanzahlen bzw. längere Emissionsdauern zuverlässig vorherzusagen. 


Wie in Kap. 1.2.2 beschrieben, wurde der verwandte Korrekturfaktor Cp bei 
der letzten Revision dahingegen so angepasst, dass keine Reduktion mit zu- 
nehmender Pulsanzahl stattfindet. Diese Umsetzung wird bis heute in Kom- 
missionen wie der ICNIRP diskutiert. Es wird außerdem hinterfragt, ob der 
europäische Korrekturfaktor Cs ebenfalls in dieser Weise angepasst werden 
soll. 


PULSINTERAKTIONEN 


Die Reduktion der Einzelpulsenergie einer Pulsfolge zur Erzeugung einer re- 
tinalen Schädigung weist auf mögliche Additivitätseffekte im bestrahlten Ge- 
webe nach der Applikation von ns-Pulsen hin. Diese Effekte können nach dem 
Stand der Forschung weder erklärt noch modelliert werden. Der dominierende 
Schädigungsmechanismus ist nicht bekannt und wird auf Basis von teilwei- 
se uneinheitlichen Daten interpoliert. Aus dem bisherigen Stand der Technik 
lässt sich keine biologische oder physikalische Erklärung für eine Abhängigkeit 
zur Pulsanzahl finden. Zudem wird kritisiert, dass bislang die Schädigungs- 
schwellen mit der Anzahl der Pulse vorrangig bewertet wird und nicht von den 
zeitlichen Pulsabständen. Zudem kann eine Hintergrunderwärmung des Ge- 
webes bei Sequenzen über 1 kHz nicht ausgeschlossen werden. Ausgehend von 
fehlenden Studien mit niedriger PRF, sind keine weiteren Interpretationen des 
dominanten Schädigungsvorgangs möglich, weswegen Schädigungsschwelle 
für hohe Pulsanzahlen wie in der LiDAR zu hinterfragen sind. 


1.3 ZIELE UND STRUKTUR DER ARBEIT 


Das Ziel dieser Dissertation besteht darin die Datenlage laser-induzierter Schä- 
digung von Multipulsbestrahlung zu erweitern, um ein besseres Verständnis 
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des Schädigungsmechanismus zu erlangen. Dabei sollen auch die damit kor- 
respondierende Pulsinteraktion und Pulsadditivität untersucht werden. Dieses 
Verständnis dient der Datenbasis für die Grenzwerte und der Definition des 
Reduktionsfaktors für Multipulsbestrahlung im Lasersicherheitsstandard für 
zukünftige Aufarbeitungen. Für die Umsetzung dieser Aufgabe wird eine Vor- 
gehensweise ausgearbeitet und ein Setup zur Bestimmung von laser-induzierter 
Schädigung an retinalen Explants entwickelt. Diese Untersuchung soll einer- 
seits gesundheitliche Schäden ausschließen und andererseits den daraus resul- 
tierenden wirtschaftlichen Schaden verhindern. 


Aus dem vorgestellten Kapitel ergeben sich Fragestellungen, die in der vorlie- 
genden Arbeit untersucht und beantwortet werden sollen. Dabei werden The- 
menschwerpunkte behandelt, die für die Augensicherheit von laser-basierten 
Systemen aus Abschnitt 1.1 von Bedeutung sind. Für die Untersuchung der Au- 
gensicherheit basierend auf den Grenzwerten der Laserschutznormen ergeben 
sich folgende Fragestellungen. 


e Warum weisen die bislang verfügbaren Daten eine hohe Diskrepanz 
bezüglich der Schädigungsschwelle auf? Mit welchen Ansätzen lässt sich 
das vermeiden? 


Da die Grenzwerte des Lasersicherheitsstandards auf Schädigungs- 
schwellen aus Experimenten an NHP und Explants abgeleitet wird, sind 
diese Daten wichtig. Die verfügbaren Daten zum Vergleich mit einem 
LiDAR-Expositionsmuster weisen eine Diskrepanz von bis zu einem 
Faktor von 4 auf. Im Rahmen dieser Arbeit werden die messtechnischen 
und methodischen Herangehensweisen untersucht und bewertet. Daraus 
abgeleitet, wird ein optischer Messplatz entwickelt, der die Dosimetrie- 
Kontrolle auf ein qualitativ hochwertiges Niveau bringt. Der optische 
Messplatz soll gegenüber dem Stand der Technik eine verbesserte Stahl- 
profildurchmischung aufweisen, neuartige Fluoreszenzmittel in Betrieb 
nehmen und durch Automatisierung einen hohen Durchsatz erlauben. 
Mithilfe dieses Messplatzes sollen dann zunächst Untersuchungen von 
einzelnen Pulsen durchgeführt werden, bei dem Stahlprofildurchmi- 
schungen aus dem Stand Technik und der Optimierung dieser Arbeit 
verglichen werden sollen. Diese Untersuchung soll eine mögliche Erklä- 
rung für die Uneinheitlichkeit der bisherigen Daten darbieten. 


17 


1 Einleitung 


18 


e Sind die zulässigen Grenzwerte des Lasersicherheitsstandards bestän- 
dig oder könnte durch neue Messergebnisse eine erneute Revision ver- 
ursacht werden wenn die MZB zu nah an den erlaubten Bestrahlungen 
liegen? Wie sollte das Setup und die zu untersuchenden Parameter ge- 
wählt werden, um das LiDAR-Expositionsmuster abzubilden und die 
Augensicherheit zu gewährleisten? 


Revisionen werden üblicherweise durch Empfehlungen der ICNIRP aus- 
gelöst. Diese Kommission überprüft die aktuellsten Forschungsarbeiten 
zu laser-induzierten retinalen Schädigungen. In der vorliegenden Ar- 
beit werden mithilfe eines optischen Setups, retinale Gewebeproben mit 
Pulsfolgen bestrahlt, deren Pulsdauer vergleichbar mit der des LiDARs 
ist. Dabei wird ein Strahlprofil mit konstanter Energiedichte zur Bestim- 
mung der schädigenden Exposition verwendet. Es wird in dieser Arbeit 
eine niedrigere PRF als beim LiDAR verwendet, um eine mögliche Hin- 
tergrunderwärmung zu verhindern, die die Schädigungsmechanismen 
beeinflussen kann. Primär sollen qualitativ hochwertige Schädigungs- 
schwellen für bislang nicht untersuchte Emissionsdauern überprüft wer- 
den und anschließend mit den Grenzwerten des Lasersicherheitsstan- 
dards verglichen werden. Obwohl LiDAR-Systeme üblicherweise bei 
NIR-IR-Wellenlängen emittieren, wird im dieser Arbeit sichtbares Licht 
(532 nm) untersucht, da die Norm für diesen Wellenlängenbereich die 
größte Diskrepanz aufweist. Revisionen beeinflussen in der Regel die 
angrenzenden zulässigen Bestrahlungen anderer Wellenlängenbereiche 
zusätzlich, um dabei einen erhöhten Sicherheitsabstand einzuhalten. 


e Welche zugrundeliegenden Schädigungsmechanismen führen zur Schä- 
digung der Netzhaut bei Einzelbelichtungen als auch bei Multipulsbe- 
lichtungen? Wie sehen die Wirkzusammenhänge bei längeren Emissi- 
onsdauern aus? Dominieren weiterhin die gleichen Mechanismen oder 
kommt es zu einem Wechsel? 


Nach bisherigem Stand der Forschung ist davon auszugehen, dass 
thermo-mechanische Schädigung durch Mikrokavitation im Gewebe 
verantwortlich für den Zelltod ist. Diese Beobachtung wurde jedoch 
nur für Einzelbelichtungen bestätigt. In dieser Arbeit werden Metho- 
den und deren Effizienz aufgezeigt, die Mikrokavitation während der 
Bestrahlung aufzeigen können. Zudem ergibt sich aus weiteren Studi- 
en [58,59], dass photo-chemische Schädigungen durch lange Emissionen 


1.3 Ziele und Struktur der Arbeit 


nicht auszuschließen sind und sich zum primären Schädigungsmecha- 
nismus für lange Emissionen entwickeln können. Diese Effekte wirken 
zwar hauptsächlich für Ultraviolettes Licht (UV), allerdings ist unklar 
ab welchem Wellenlängenbereich dieser Mechanismus an dominanter 
Wirkung abnimmt. In dieser Arbeit werden die Ergebnisse mit der Be- 
schreibung von photo-chemischen Prozessen verglichen. 


Anhand der Interpretation der Daten sollen Modellierungsansätze vor- 
gestellt werden, die auf wirklichkeitsgetreuen neuen Daten basieren. An- 
hand dieser Arbeit sollen somit durch vertrauensvolle Schädigungsmes- 
sungen Haut-und Augengefährdungen durch schädliche Laserstrahlung 
vermieden werden. 


Der Reduktionsfaktor zur Multipulsbestrahlung für kurze Pulse wird 
regelmäßig hinterfragt. Ist dieser Korrekturfaktor bezüglich eines ver- 
gleichbaren LiDAR-Expositionsmusters gerechtfertigt oder sollte er 
nach amerikanischen Vorbild ebenfalls vernachlässigt werden? 


Anhand der generierten Ergebnisse dieser Arbeit wird der Sicherheits- 
abstand zu den MZB des Lasersicherheitsstandards bestimmt. Daraus 
ableitend werden die Reduktions- und Sicherheitsfaktoren evaluiert. 


Der histologische Aufbau des Auges eines NHP ist dem eines Menschen 
ähnlich. Warum werden dennoch Explants verwendet und wie vertrau- 
enswürdig sind die generierten Daten? 


NHP weisen wie Menschen im Gegensatz zu den Explants eine Macula 
auf, die als die sensitivste Stelle in der Netzhaut gilt. Diese Sensitivi- 
tät lässt sich mit Vergleichsstudien berechnen und anwenden. Da die 
Explants aus Schlachtabfällen gewonnen werden, ist deren Verfügbar- 
keit entschieden höher als die Anzahl der Augen von NHPs. Daher ist 
die Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und somit Vertrauenswürdigkeit 
von Schädigungsschwellen durch Explants deutlich höher. Die histolo- 
gischen Unterschiede zu NHP können durch einen Korrelationsfaktor 
von bisherigen Forschungsarbeiten berücksichtigt werden. 


Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, Tierversuche an NHP zu vermin- 
dern und die alternative Verwendung von Schlachtabfällen in Form von 
Explants zu erweitern. Daher werden im Rahmen dieser Arbeit auch die 
Vorteile bei der Verwendung von Explants ausgearbeitet. 
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STRUKTUR DIESER ARBEIT 


In Kapitel 1 wird die zugrundeliegende Motivation der Arbeit und der Stand 
der Technik vorgestellt. 


In Kapitel 2 werden die zum Verständnis notwendigen physikalischen Prin- 
zipien vorgestellt, um die Wirkprinzipien bei der Laser-Gewebe-Interaktion 
verständlich zu machen. Zudem wird auch das Prinzip der Energiedissipati- 
on beschrieben, um die Vorgänge nach der Exposition, die zu Zellschädigung 
führen können, vermittelbar zu machen. 


In Kapitel 3 sind die Laser-Gewebe-Interaktionen mit der Netzhaut erläutert. 
Es werden die Schadensmechanismen herausgearbeitet sowie der Stand der 
Technik zu deren Beschreibung. Dabei liegt der Schwerpunkt auf Multipulsbe- 
strahlung im Zusammenhang zum bisherigen Verständnis der Pulsadditivität. 


Für die Durchführung der Schädigungsexperimente werden technische Mess- 
methoden angewandt, die in Kapitel 4 erläutert werden. Dabei wird die Moden- 
durchmischung zur Veränderung des Laserstahlprofils für Gewebeexposition, 
das Modell zur Untersuchung von Hintergrunderwärmung vorgestellt sowie 
verschieden Methoden zur Detektion einer Mikroblasenbildung im Gewebe 
beschrieben und für die Verwendbarkeit dieser Arbeit evaluiert. 


Die Konzeptionierung und Realisierung eines Messplatzes zur Untersuchung 
laser-induzierter retinaler Schädigungen an Explants und simultaner Messme- 
thodik von letalen zellinternen Phasenwechseln wird in Kapitel 5 vorgestellt. 
Dabei wird ein Ansatz dargestellt, um die Modendurchmischung gegenüber 
dem Stand der Technik zu optimieren. Bezugnehmend auf die Laser-Gewebe- 
Interaktionen aus Kapitel 5, werden die Arbeitshypothesen zur Beschreibung 
von Pulsinteraktionen ausgearbeitet und demonstriert. 


In Kapitel 6 wird die Durchführung von Schädigungsmessungen an Einzel- 
pulsen und Multipulsen unter verschiedenen Messparameter (Modendurchmi- 
schungen verschiedener Qualität, verschiedene Befeuchtungsgrade und Tem- 
peraturvariationen) veranschaulicht. Zusätzlich werden Ansätze zur simulta- 
nen Begleitmessung der Mikroblasenbildung bei Einzelpuls-Untersuchungen 
entwickelt und vorgestellt. 


Kapitel 7 befasst sich mit der Auswertung und Interpretation der Messergeb- 
nisse. Der Lasersicherheitsstandard wird für die generierten Daten angewandt, 
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um die Grenzwerte zu überprüfen. Des Weiteren wird untersucht, inwieweit 
Messunsicherheiten die Diskrepanz der verfügbaren Daten aus dem Stand der 
Technik erklären können. Zudem werden die Schädigungsschwellen hinsicht- 
lich der erarbeiteten Pulsinteraktionsmodelle interpretiert, um ein besseres 
Verständnis der Pulsadditivität für Modellierungsansätze im ns-Pulsbereich 
abzuleiten. 


Kapitel 8 fasst die aus dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse zusammen und 
stellt einen Ausblick für zukünftige Arbeiten vor. 


ZUSAMMENFASSUNG DES KAPITELS 


e LiDAR-Systeme zählen zu den Schlüsseltechnologien für das autonome 
Fahren. 


e Die Technik des LiDAR basiert auf emittierten Laserpulsen, deren Leis- 
tung entscheidend für die Reichweite sowie der Gewährleistung der Au- 
gensicherheit ist. 


e Die zulässige Bestrahlung wird in der Lasersicherheitsnorm DIN EN 
60825-1:2015 festgelegt, welche an neue Schädigungsmessungen und dem 
daraus gewonnenen Verständnis angepasst wird. 


e Die Revision (2014) führte zur Senkung der zulässigen Bestrahlstärke, 
wodurch Produkte für Endverbraucher nicht auf den Markt gebracht werden 
konnten, da die neu eingestufte Laserklassifizierung in Europa nicht für die 
Consumer-Branche freigegeben ist. 


e Der Schädigungsmechanismus von Sub-us-Multipulsen (vgl. LiDAR) gilt 
bislang als unvollständig verstanden und kaum untersucht. 


e Zur Erweiterung der Datenlage für den Lasersicherheitsstandard wird im 
Rahmen dieser Arbeit die Multipulsbestrahlung an retinalem ex vivo Ge- 
webe untersucht. Dazu wird Licht der Wellenlänge 532 nm appliziert, da 
die Norm für diesen Bereich die größte Diskrepanz aufweist und Revi- 
sionen in der Regel die angrenzenden zulässigen Bestrahlungen anderer 
Wellenlängenbereiche (LiDAR: NIR/IR) beeinflusst. 
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2 GRUNDLAGEN 


In diesem Kapitel werden die zum Verständnis dieser Arbeit notwendigen 
physikalischen Grundlagen vorgestellt. Da die Wechselwirkung zwischen 
Laserlicht und biologischem Material ausschlaggebend für den Apoptose- 
auslösenden Mechanismus ist, wird in Abschnitt 2.1 darauf eingegangen, wie 
das Licht im Gewebe absorbiert wird und zu einer Erwärmung durch Schwin- 
gungsanregung führt. Darauf aufbauend wird die Energiedissipation in Form 
von Wärmeausbreitung durch die Wärmeleitung beschrieben und weiterhin 
die Entstehung eines thermo-elastischen Drucks. 


Da die Fluoreszenzanregung verschiedener Farbstoffe in der vorliegenden Ar- 
beit für Vitalitätsassays genutzt wird, werden zudem das fundamentale Schema 
der fluoreszierenden Wirkung in Abschnitt 2.1.6 vorgestellt. 


In Abschnitt 2.2 wird das Prinzip der Kohärenz vorgestellt, welches für die 
Strahldurchmischung in optischen Fasern zur Lichtführung genutzt wird. Daher 
wird in Kap.2.3 der grundlegende Aufbau des Lichtleiters vorgestellt und 
der Modenbegriff für die strahlen-optische und wellen-optische Beschreibung 
eingeführt. 


2.1 ABSORPTION VON LICHT 


Wenn Laserlicht auf Gewebe trifft, kann es neben Reflexion, Streuung und 
Transmission auch absorbiert werden. Bei der Absorption wird die Intensi- 
tät einer einfallenden elektromagnetischen Welle beim Durchgang durch ein 
Medium abgeschwächt. Der Absorptionsgrad eines Mediums ist definiert als 
das Verhältnis von absorbierter und einfallender Intensität. Die Absorption be- 
ruht auf einer teilweisen Umwandlung von Lichtenergie in Wärme-induzierten 
Bewegung oder bestimmte Schwingungen von Molekülen des absorbierenden 
Materials [31]. 
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Die Fahigkeit eines Mediums, elektromagnetische Strahlung zu absorbieren, 
hängt von der elektronischen Beschaffenheit seiner Atome und Molekülen, von 
der Wellenlänge der Strahlung, von der Dicke der absorbierenden Schicht und 
internen Parametern wie der Temperatur oder der Konzentration der absorbie- 
renden Stoffe ab. Zur Beschreibung der Absorption wird üblicherweise auf das 
Lambert-Beersche-Gesetz verwiesen nach Gl. (2.1): 


I(z) = Io + exp(—@abs * 2) (2.1) 


Dabei wird die lokale Intensität /(z) an der Stelle z der optischen Achse, 
ausgehend von einer Eingangsintensität Jọ als Funktion über den Absorptions- 
koeffizienten des Materials ay, beschrieben [31,60]. 


2.1.1 SCHWINGUNGSANREGUNG 


Durch Lichtabsorption und der damit einhergehenden Energiezufuhr, wer- 
den Moleküle durch Anregung der Elektronen in mechanische Schwingungen 
durch oszillatorische Bewegungen versetzt. Im Rahmen dieser Arbeit entspre- 
chen Moleküle als Grundbausteine von bestrahltem Gewebe der Materie, die 
durch den Energieeintrag angeregt werden. Unter der Annahme, dass ein Mo- 
lekül sich im Grundzustand So befindet, kann dieses durch Absorption die 
Energie Ephot = hA- f aufnehmen und in einen Zustand Sı versetzen. Diese 
Zufuhr kann daraufhin in Bewegungsenergie (Exin) überführt oder über spon- 
tane bzw. stimulierte Emission unter Abgabe eines Photons abgegeben werden 
(vgl. Kap. 2.1.6, Fluoreszenz). Die Zunahme der kinetischen Energie durch die 
Oszillationen können als Wärme interpretiert werden [61,62]. 


Bezogen auf das Jablohski-Diagramm (Veranschaulichung der Anregungs- 
zustände über Valenzelektronen-Übergange, vgl. Abschnitt 2.1.6), treten un- 
mittelbar nach der Absorption eines Photons mehrere Prozesse mit unter- 
schiedlicher Wahrscheinlichkeit auf. Der wahrscheinlichste ist die Relaxation 
auf das niedrigste Schwingungsenergieniveau des ersten angeregten Zustands 
(Sı = 0). Dieser Prozess wird als interne Umwandlung oder Schwingungsrela- 
xation (Energieverlust bei fehlender Lichtemission) bezeichnet und benötigt im 
Allgemeinen wenige Pikosekunden. Dies erfolgt durch nichtlineare Kopplun- 
gen mit anderen Schwingungsfreiheitsgraden und führt durch den Übergang 
von lokalen zu globalen Schwingungen zu einer Temperaturerhöhung. 
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2.1.2 ANREGUNG DER BINDUNGSELEKTRONEN 


Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, lassen sich Schwingungen auf atoma- 
rer Ebene durch die Elektronenübergänge beschreiben. Aus makroskopischer 
Ebene können diese Schwingungen je nach Höhe des Energieeintrags auch 
die Bindungselektronen innerhalb eines Moleküls zum Oszillieren bringen. 
Durch Laserlicht können somit die Bindungselektronen einer chemischen Ver- 
bindung angeregt werden. Dies lässt sich durch ein Jablonski-Diagramm (vgl. 
Abschnitt 2.1.6) und durch ein Molekülorbital-Energiediagramm darstellen. 
Orbitale beschreiben dabei die Elektronendichteverteilung durch eine Aufent- 
haltswahrscheinlichkeit im molekularen Raum. Diese Molekülorbitale werden 
je nach der Bindungsart (z. B. Einfach- oder Doppelbindung) einzelner Atome 
im Molekül äquivalent als o — bzw z-Orbital bezeichnet und können quanten- 
mechanisch berechnet werden [60]. 


Durch die Absorption von Photonen mit der Energie Ephot wird eine Anre- 
gung zum Übergang der Valenzelektronen aus den Molekülorbitalen o,r in 
ein sogenannten anti-bindendes Orbital o-*, 1*. Diese Übergänge werden üb- 
licherweise als Elektronennübergänge bezeichnet und werden über ein dem 
Übergang entsprechendes AE beschrieben, welches sich über die Wellenlänge 
und demnach der absorbierten Photonen ergibt [60]. 


2.1.3 WÄRMELEITUNG 


Neben der klassischen direkten Wärmeleitung durch Atom- und Molekül- 
schwingungen, kann Wärmeenergie auch über Konvektion sowie über ther- 
mische Strahlung transportiert werden!. Im folgenden Abschnitt wird über 
die Wärmeleitungsgleichung beschrieben, wie der Energieeintrag eines La- 
serstrahls mit der Pulsdauer TLaser im umliegenden Gewebe durch Diffusion 
transportiert wird [63]. 


Die durch Schwingungsanregung induzierte Wärme kann durch die Wärme- 
leitungsgleichung nach Gl. (2.2) beschrieben werden. Dabei entspricht p der 
Dichte des Materials bzw. Gewebes, A der bestrahlten Fläche bezüglich der 


! Die Abführung der Wärmeenergie über einen adjazenten Massestrom (z. B. über Blutgefäße) und 
thermische Strahlung wird im Folgenden aufgrund der Verwendung von Explants vernachlässigt. 
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radialen Ausbreitung r zum Zeitpunkt t, T der Gewebetemperatur, cp der spe- 
zifischen Wärmekapazität des Gewebes und x der Wärmeleitfähigkeit [63]. 


OP Hayate) =e! 
ôt p 


(2.2) 
-Cp 

Gleichung (2.2) wurde in den Arbeiten der letzten Jahrzehnte [64—66] viel- 
fach untersucht und zur Beschreibung der Wärmeausbreitung im thermody- 
namischen Gleichgewicht unter Bezugnahme der Greenschen Funktion ange- 
passt. Unter der Annahme eines kugelsymmetrischen Körpers ergibt sich durch 
den Term der rechten Seite aus Gl. (2.2) folgende Greensche Gleichung nach 
Gl. (2.3) zur Beschreibung der Diffusion: 


1 r? 
r,t) = -exp | -——— |. 2.3 

s( ) pcp: (4n: K- tp | | ( ) 
Dieser Ausdruck kann durch Faltung für die Beschreibung eines kugelsym- 
metrischen Körpers angepasst werden, wobei der Exponent maßgeblich die 
Wärmeausbreitung bezüglich der Zeit bestimmt. Für die weitere Diskussion 


von thermischen Ausgleichsprozessen in inhomogenen erwärmten Körpern 
wird daher lediglich dieser nach Gl. (2.4) betrachtet: 


R2 
ieee (2.4) 
wobei von einem Körperradius der Größe R und einer Warmeleitfahigkeit x 
ausgegangen wird. Als thermische Einschlusszeit wird die Zeitdauer bezeich- 
net, die das bestrahlte Areal benötigt, um thermische Ausgleichsprozesse mit 
der Umgebung durchzuführen. Karabutov et al. [67] definieren die thermische 
Einschlusszeit äquivalent zur Wärmeausbreitung für das umgebende Medi- 
um (aus Gl. (2.4) K = Kcytoplasma = KWasser) anstatt innerhalb des Körpers. Die 
Wärmeausbreitungszeit rr kann daher für Wärmeausbreitungen innerhalb des 
Körpers verwendet werden sowie durch die Definition von Karabutov et al. zur 


Beschreibung thermischer Dissipation an die Umgebung. 


Für die vorliegende Arbeit ist daher die thermische Diffusionslänge nach 


Gl. (2.5) 
rp = V(4-«-T) (2.5) 
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dariiber entscheidend, ob die thermischen Einschlussbedingungen erfiillt sind. 
Bei Laserbestrahlung mit sehr kurzen Pulsdauern (tLaser << Tr) findet ver- 
nachlassigbare Diffusion statt, was zur Deponierung der Energie im bestrahlten 
Areal fiihren kann. 


2.1.4 THERMO-ELASTISCHE DRUCKENTSTEHUNG 


Durch den Energieeintrag eines Lasers in Form von Wärme, dehnt sich ein 
Körper aus, was wiederum thermo-elastische Druckwellen auslöst. Basierend 
auf der Kontinuitätsgleichung und der Bewegungsgleichung lassen sich diese 
Wellen für die Druckausbreitung beschreiben [68]. Aufbauend auf der Annah- 
me, dass der Energieeintrag eines Lasers Ey mit der einfallenden Intensität 
absorbiert (= E,ps) und transmittiert (= Eyans) wird, (Streueffekte werden für 
die Berechnung vernachlässigt), ergibt sich der Zusammenhang nach Gl. (2.6): 


Es = Eo: (1- EXP(-Qabs -z)) (2.6) 


Durch Anwendung der Taylor-Entwicklung ergibt sich der vereinfachte Aus- 
druck nach Gl. (2.7): 
Evs ~ |Eo + Qavs: Z| (2.7) 


Unter der Annahme, dass die strahlende Relaxation vernachlässigt wird und die 
komplette absorbierte Energie in thermische Energie umgesetzt wird, ergibt 
sich nach Gl. (2.8) folgender Zusammenhang: 

Eo ` abs * Z 


Ebs = En = AT. Cp -0:V, mit AT x Cape (2.8) 


Durch einen Volumenausdehnungskoeffizienten y, der die Ausdehnung über 
einen Temperaturunterschied beschreibt, ergibt sich im adiabatischen System 
und einem temperaturunabhängigen Raumausdehnungskoeffizienten und ei- 
ner Linearisierung durch Taylorentwicklung für kleine Temperaturänderungen 
Gl. (2.9): 

AV =y: W-AT (2.9) 


Um nun einen Zusammenhang zu induzierten Druckwellen zu erstellen, wird 
das Kompressionsmodul K verwendet, welches in Flüssigkeiten durch die 
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Schallgeschwindigkeit in Fliissigkeiten durch K = (cmo) - p definiert ist und 
folgende Umformung nach Gl. (2.10) erlaubt: 


Eo + Qabs * Z 


2.1 
Cp oV ap 


Ap = -cho P YAT ~ cipo PY 


Mit Gl. (2.10) kann nun der durch einen Laserpuls entstehende Druckunter- 
schied im Gewebe berechnet werden. Aus die notwendige Sensitivität der zu 
verwendenden Messtechnik kann dadurch abgeschätzt werden. 


2.1.5 ARRHENIUS-AKTIVIERUNGSENERGIE 


Chemische Reaktionen bestehen im Wesentlichen aus Spalten oder Formieren 
von Verbindungen zwischen zellulären Reaktionspartnern. Nach der physika- 
lischen Chemie, wird die Aktivierungsenergie E4 als die notwendige Energie 
interpretiert, die notwendig ist, um eine Umwandlung in einen aktiven Status 
auszulösen [60, 69]. Der Zusammenhang zwischen der Aktivierungsenergie 
und einer Temperatur T kann qualitativ durch die Arrhenius-Gleichung nach 
Gl. (2.11) beschrieben werden 


k 
Ea =-R-T-n5 (2.11) 


wobei k als Geschwindigkeitskonstante von chemischen Reaktionen ange- 
nommen wird, R die Gaskonstante beschreibt und Z für den Frequenzfaktor 
steht. Dieser Frequenzfaktor wiederum beschreibt die Kollisionsrate zwischen 
Molekiilen oder einzelnen Atomen in einem bestimmten Volumen pro Zeit- 
einheit. Zahlreiche Experimente wurden zur Bestimmung dieses Werts fiir 
laser-induzierte Schädigungen durchgeführt, jedoch variiert dieser Faktor in 
der Literatur zwischen 1080s-! — 10!205=! [24, 69-71]. 


2.1.6 FLUORESZENZ 


Die Emission von Licht durch ein elektronisch angeregtes Molekül oder Atom 
wird als Lumineszenz bezeichnet. Dabei wird zwischen Fluoreszenz und 
Phosphoreszenz unterschieden. Die grundlegenden Unterschiede dieser beiden 
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Abbildung 2.1: Vereinfachtes Jablonski-Termschema zur Darstellung der Elektronenübergänge. 


Strahlungsarten können im Jablofski-Termschema in Abb. 2.1 veranschaulicht 
werden. 


Ein angeregtes Molekül existiert im niedrigsten angeregten Singulett-Zustand 
Sı für Zeitbereiche in der Größenordnung von ns (die längste Zeitspanne im 
Fluoreszenzprozess um mehrere Größenordnungen), bevor es schließlich in 
den Grundzustand So relaxiert. Wenn die Relaxation aus diesem langlebigen 
Zustand mit der Emission eines Photons einhergeht, wird der Prozess formal 
als Fluoreszenz bezeichnet. In diesem Fall behält das Elektron seinen Spin bei. 
Die Fluoreszenzbanden weisen einen sogenannten Stokes-Shift auf, welcher 
sich die bevorzugte Anregung in einem schwingungsangeregten Unterzustand 
des elektronisch angeregten S,-Zustandes begründen lässt. Die eng beieinan- 
derliegenden Schwingungsenergieniveaus des Grundzustands, erzeugen, wenn 
sie mit normaler thermischer Bewegung gekoppelt sind, während der Emission 
einen weiten Bereich von Photonenenergien. Infolgedessen wird Fluoreszenz 
normalerweise nicht als scharfe Linie, sondern als Emissionsintensität über 
einen Wellenlängenbereich beobachtet [60]. 


2.2 ZEITLICHE UND RÄUMLICHE KOHÄRENZ 


Kohärenz beschreibt die Fähigkeit einer elektromagnetischen Welle, auf- 
grund seiner Wellennatur Interferenzerscheinungen hervorzurufen, welche von 
der Phasenverschiebung der beteiligten Lichtwellen abhängt. Üblicherweise 
wird zwischen einer temporalen und räumlichen Kohärenz unterschieden. 
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Temporale Kohärenz liegt vor, wenn entlang der zeitlichen Achse eine feste 
Phasendifferenz besteht. Die räumliche Kohärenz dagegen, beschreibt die feste 
Phasendifferenz entlang einer räumlichen Achse. 


ZEITLICHE KOHÄRENZ 


Laserlicht ist eine Folge von harmonischen Wellenzügen endlicher Breite, die 
voneinander durch diskontinuierliche Phasenänderungen getrennt sind. Diese 
Phasenänderungen entstehen durch zufälligschwankende Emissionszeitpunkte 
der angeregten Atome. Für die elektromagnetische Welle von Laserstrahlung 
ist daher die mittlere Dauer des gleichbleibenden Wellenzugs, die Kohärenzzeit 
To charakteristisch. Die Länge eines kohärenten Pulses wird als Kohärenzlänge 
l, bezeichnet und berechnet sich durch die folgenden Gleichungen (2.13) und 
(2.14). Die Kohärenzzeit ro ist gegeben durch den Kehrwert der natürlichen 
Linienbreite bzw. der spektralen Frequenzbandbreite Af nach Gl. (2.12), 


1 
=—. 2.12 
DIR 7 (2.12) 
Die Kohärenzlänge /,, die das Licht innerhalb der Kohärenzzeit in einem 
Medium mit Brechungsindex n zuriicklegt, ist gegeben durch Gl. (2.13) 
(2.13) 


c 
l =c: T= Af-n 
Aus diesem Grund nimmt die Kohärenzlänge mit steigender Frequenzband- 
breite ab, weswegen Laser mit definierter Laserwellenlänge und geringer Band- 
breite, Kohärenzlängen von mehreren hundert Metern aufweisen. Übertragen 
auf die Wellenlänge A des Lasers ergibt sich die Beziehung nach Gl. (2.14) 


bel (2.14) 


wodurch die Kohärenzlänge l, nach dem Wiener-Chintschin-Theorem beschrie- 
ben wird. Dieses Theorem beschreibt, wie der Kohärenzgrad mit der normier- 
ten Fouriertransformation des Lichtspektrums zusammenhängt. 
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Abbildung 2.2: Räumliche Kohärenz in Zusammenhang mit einem Spaltabstand. (a) Ein kleiner 
Spalt dı verursacht hohe Modulationen. (b) Ein großer Spalt dz verursacht viele geringe Modula- 
tionen. 


RAUMLICHE KOHARENZ 


Bei einer räumlichen Auftrennung der Wellen können diese durch die räumliche 
bzw. laterale Kohärenz miteinander interferieren. 


à 
1,2 (2.15) 


Aspat 


Dies lässt sich einfach durch einen Doppelspaltexperiment (vgl. Abb. 2.2) nach- 
weisen, wobei der Abstand der Spalte ausschlaggebend für das Interferenzmus- 
ter ist. Üblicherweise wird I, als die räumliche Kohärenz beschrieben, bei der 
die Interferenz bis zu ca. 87% (1/e?) abnimmt. Zudem lässt sich Gl. (2.15) 
auch auf die Divergenz eines Lasers beziehen, wobei der Nenner, der vollen 
Divergenz entspricht. 


2.3 STRAHLVERLAUF IN MULTIMODE-FASERN 


Prinzipiell versteht man unter optischen Fasern eine spezielle Art von Wellen- 
leitern zur Lichtführung durch das Prinzip der Totalreflexion. Üblicherweise 
geben die Brechungsindexprofile und die Bauform der Faser den möglichen 
Verlauf der Strahlen indirekt an. Die Eigenschaften einer Stufenindex-Faser 
hängen hauptsächlich von ihren Abmessungen, dem Kerndurchmesser rxern, 
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Einkoppelns in eine optische Faser, die unter Total- 
reflexion das Licht führt. 


dem Biegeradius dgieg und den Brechzahlen des Kerns nı und des Mantels nz 
ab. Der maximale Winkel 9, unter dem eine Faser das Licht durch Totalrefle- 
xion leiten kann, wird als Akzeptanzwinkel der Faser bezeichnet. Der Sinus 
dieses Winkels (vgl. Gl. (2.16)) wird bei der Charakterisierung einer Faser an- 
gegeben und wird als Numerische Apertur (NA) bezeichnet (siehe Abb. 2.3). 


NA = no: sin(@q) = n? —n3, mit ng = 1,dain Luft (2.16) 


In einer Stufenindex-Faser wird üblicherweise zwischen zwei unterschiedli- 
chen Arten von Strahlwege (vgl. Abb. 2.4) innerhalb einer Faser unterschieden. 
Liegen die einfallenden Lichtstrahlen in einer Ebene, durch die die Faserachse 
verläuft, bilden sich Meridionalstrahlen aus. 


In allen anderen Fällen entstehen schiefe Strahlen. Die Angabe der NA be- 
zieht sich dabei stets auf die Meridionalstrahlen. Schiefe Strahlen bilden 


Ce u 
oB- M-p 


Abbildung 2.4: Strahlausbreitung in einer Faser und Intensitätsprofil des Faserquerschnitts. Links: 
Meridionale Strahlen passieren nach jeder Reflexion die zentrale Achse der Faser. Mitte: Schräge 
Strahlen gehen nie durch die zentrale Achse der Faser und breiten sich auf einem schraubenför- 
migen Pfad entlang der Faser aus, der tangential zur inneren Brennlinie des Pfades mit Radius rg 
ist. Rechts: Die Änderung der Eingangswinkel erlauben beide Ausbreitungsrichtungen und somit 
eine Mischung aus Meridionalstrahlen und schrägen Strahlen zur Top Hat Verteilung. 


x 
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mit der Tangentialebene an der Kern-Mantel-Fläche den Winkel  < 90° 
(vgl. Abb. 2.4). Sie kreuzen die Faserachse nie und breiten sich in schrauben- 
förmigen Bahnen aus. Für Stufenindexprofilfasern entspricht die Projektion auf 
die Querschnittsfläche einem Polygonzug, so dass diese Strahlen einen kreis- 
förmigen Bereich mit dem Radius r; in der Nähe der Achse nicht durchqueren. 
Eine Verbindung aus beiden Fällen kann eine Top Hat Form am Faserende 
auslösen. 


2.3.1 MODENBEGRIFF UND MODENAUSBREITUNG 


Die Lichtführung innerhalb einer Faser kann außerdem über die Moden- 
Theorie beschrieben werden. Licht wird hierbei als elektromagnetische Wel- 
le behandelt und eine Mode als feste Feldverteilung der Wellen entlang der 
Ausbreitungsrichtung z innerhalb der Faser. Demnach können nur diskrete 
Wellen, beziehungsweise Moden, mit diskreter Ausbreitungsgeschwindigkei- 
ten in der Faser geführt werden. Im Gegensatz zur Singlemode-Faser, werden 
bei Multimode (MM)-Fasern bedingt durch den größeren Kerndurchmesser 
mehrere und gleichzeitig höhere Moden (vgl. Abb. 2.5) angeregt. 


Eine geführte transversale Mode besitzt eine feste Feldverteilung während der 
Propagation entlang einer Richtung z bei konstantem Brechungsindexprofil 
der Faser. Auf dem Weg durch die Faser verändert sich abhängig von der 
Propagationskonstante und dem zurückgelegten Weg z nur die Phase der sich 
ausbreitenden Wellenfront [72]. 


Mantelmodus 


Hoher Modus 
Niedriger Modus Elektrisches 


Feld 


(a) (b) 


Abbildung 2.5: Strahlführung in einer MM-Faser. (a)Für verschiedene Modenarten. 
(b) Ausbildung der Modenstruktur in der Faser. 
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In MM-Fasern wird eine hohe Anzahl an Moden mit unterschiedlichem trans- 
versalem Intensitatsprofil und Propagationskonstanten gefiihrt. Die Grundmo- 
de, die Mode niedrigster Ordnung, weißt dabei ein gaußförmiges Intensitäts- 
profil auf [73]. Die höheren Moden treten weiter in den Mantel ein, während 
die Grundmode im Kern zentriert propagiert. Damit sich Licht in einer be- 
stimmten Richtung ausbreiten Kann, muss sich eine Welle mit ihrer eigenen 
reflektierten Welle konstruktiv überlagern (vgl. Abb. 2.5b), so dass nach zwei- 
facher Reflexion die Phasenlage (Abstand dazwischen entspricht A/nı) erneut 
übereinstimmt [74]. Damit Strahlen konstruktiv interferieren, muss die Pha- 
sendifferenz somit ein Vielfaches von 2-st sein. 


Das gesamte elektrische Feld am Ende der Faser und an jedem beliebigen 
Ort innerhalb der Faser ergibt sich aus der Superposition der unabhängig 
voneinander geführten Moden. An verschiedenen Stellen ergeben sich durch 
die relative Phase der einzelnen Moden Interferenzeffekte. Die Phasenänderung 
und somit die Interferenzeffekte sind abhängig von dem Propagationsfaktor 
und resultieren somit unter anderem aus den Einkoppelbedingungen, wie zum 
Beispiel der Biegung, der Streckung der Faser oder Temperaturveränderungen 
[72]. Die Anzahl der Moden wird durch den sogenannten Vraser-Parameter 
begrenzt, welcher durch den Kernradius rge;, und die NA der Faser gegeben 
ist und sich nach Gl. (2.17) zusammensetzt [72,75]: 


2-7 FRern _ 2-7 FRermn 2 2 

VFaser = — = «NA = = 7 ni 
Dieser Hilfsparameter Vfaser wird auch als normierte Frequenz bezeichnet und 
lässt sich veranschaulichen, da die Moden stehenden Wellen senkrecht zur 
Faserachse entsprechen. Bei größerem Kerndurchmesser können sich somit 
Moden höherer Ordnung bilden, die bei ausreichend hoher NA geführt werden 
können. 


(2.17) 


Eine Näherung zur Anzahl der geführten Moden M ergibt sich daher durch 
M = V?/2. Für kürzere Wellenlängen folgt hieraus eine höhere Anzahl an 
möglich geführten Moden. Bei gegebenen Faserparametern (z.B. geringem 
Brechungsindexunterschied, hoher Wellenlänge, geringem Kernradius) kann 
die Faser für eine hohe Wellenlänge auch nur eine, die Grundmode, führen. 


Bei der Lichtleitung durch MM-Fasern kommt es durch die Weglängendif- 
ferenz der verschiedenen Moden bei Einkopplung kohärenter Strahlung zu 


34 


2.3 Strahlverlauf in Multimode-Fasern 


Interferenz. Um ein möglichst homogenes Intensitätsprofil am Faserende zu er- 
halten, muss der Weglängenunterschied der miteinander interferierenden Mo- 
den über der Kohärenzlänge des Lasers liegen. 


2.3.2 ANREGUNG HÖHERER MODEN UND MODENKOPPLUNG 


Einhergehend mit der Anregung mehrerer und gleichzeitig höherer Moden 
in MM-Fasern ist eine Vergrößerung der Strahldivergenz am Faserausgang zu 
beobachten. Welche Moden in der Faser angeregt werden, hängt von den Licht- 
leiterbedingungen, wie beispielsweise der Einkoppel-NA sowie den Bedingun- 
gen innerhalb der Faser ab. Bei geringer Dejustierung am Fasereingang konnte 
bereits nachgewiesen werden, dass eine Modulation der Modenanregung vor- 
herrscht. Eine schräge Einkopplung bewirkt die Anregung von sogenannten 
Ringmoden, einhergehend mit hohen Leistungsverlusten [76]. Abgesehen von 
Einkoppel-Bedingungen kann auch innerhalb der Faser die Modenausbreitung 
beeinflusst werden. 


Modenkopplung entsteht beispielsweise bei der Biegung der Faser. Diese oder 
andere Einflüsse wie Temperaturveränderung oder Mikrobiegungen innerhalb 
der Faser verändern den Brechungsindexverlauf der Faser. Derartige Abwei- 
chungen von der optimalen Faser führen zu einer lokalen Änderung der Pro- 
pagationskonstante. Wenn daraufhin mehrere Moden dieselbe Propagations- 
konstante besitzen, findet ein Energieaustausch innerhalb der Moden statt, die 
Moden koppeln miteinander [77]. Niedrige Moden können hierbei mit höheren 
oder sogar Mantelmoden gekoppelt werden. 


Wenn mehr als eine Mode in einer Faser geführt werden, kann es zur soge- 
nannten Modendispersion kommen. Die einzelnen Moden erreichen dann un- 
terschiedlicher Phasengeschwindigkeiten der einzelnen Frequenzkomponenten 
zeitversetzt das Faserende. Die Dispersion führt somit zu einer Verbreiterung 
des Pulses, vor allem bei der Verwendung von besonders langen Fasern. Die- 
sem Effekt wirkt jedoch die Modenkopplung entgegen, welche die Anzahl der 
geführten Moden durch Kopplung reduziert [72]. 
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ZUSAMMENFASSUNG DES KAPITELS 


e Die Lichtabsorption kann zu molekularen Schwingungen führen, die ma- 
kroskopisch als Wärme interpretiert werden können. Dauer und Energie 
des Laserpulses können zum thermischen oder akustischen Einschluss im 
Gewebe oder zum Anregen biochemischer Verbindungen führen. Der sich 
ausbildende Effekt bestimmt die Art der Schädigung in bestrahlten Zellen. 


e Die Fluoreszenzanregung kann durch Lichtabsorption bewirkt werden, wo- 
durch Vitalitätsassays für biologisches Material ermöglicht werden. 


e Bei der Lichtleitung durch MM-Fasern kommt es durch die Weglängendif- 
ferenz der verschiedenen Moden bei Einkopplung kohärenter Strahlung zur 
Interferenz. Um ein möglichst homogenes Intensitätsprofil am Faserende zu 
erhalten, muss der Weglängenunterschied der miteinander interferierenden 
Moden über der Kohärenzlänge des Lasers liegen. 
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Laserstrahlung impliziert ein besonderes Gefahrenpotenzial fiir Augen und 
Haut im Vergleich zu nicht-kohärenter Strahlung. Durch die hohe Kollimati- 
on des Laserlichts, wird dieses durch die Optik des Augenapparates (vor al- 
lem Hornhaut und Linse) nahezu beugungsbegrenzt und mit einer sehr hohen 
Energiedichte (Steigerung bis ca. Faktor 100000) auf die Netzhaut (Retina) 
abgebildet. Da Laser zudem monochromatisch sind, entfallen chromatische 
Aberrationen bei der Projizierung des Laserstrahls auf die Retina. 


Laser können sehr hohe Leistungen emittieren, wodurch diese je nach Betrieb 
(gepulst oder im Dauerstrichbetrieb (engl. Continuos wave) (CW)-Betrieb) 
verschiedene biologische Wechselwirkungen im Gewebe verursachen, die im 
folgenden Kapitel vorgestellt werden. Zur Vermeidung einer Verletzung von 
Augen und Haut sind im Lasersicherheitsstandard Grenzwerte fiir die Exposi- 
tion in Form von GZS und MZB festgelegt. 


In diesem Kapitel werden die anatomischen und histologischen Grundlagen 
eines menschlichen Auges vorgestellt um ein Verständnis für die von der La- 
serstrahlung betroffenen Zelltypen herzustellen. Dabei wird vertieft auf die 
Laser-Gewebe-Wechselwirkungen eingegangen um Konzepte zur Beschrei- 
bung des Schädigungsmechanismus bei Multipulsbestrahlung zu entwickeln 
und in diesem Kapitel vorzustellen. 


3.1 ANATOMIE UND HISTOLOGIE DES 
MENSCHLICHEN AUGES 


In Abb. 3.1 ist der anatomische Aufbau eines Auges dargestellt. Die äußers- 
te Schicht des Auges besteht aus der Hornhaut (Kornea) und der Lederhaut 
(Sklera). Die mittlere Schicht besteht aus der Aderhaut (Choroidea), dem Zili- 
arkörper und der Iris. Die Retina bildet die innerste Schicht (grüner Rahmen in 
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Abbildung 3.1: Anatomischer Aufbau des menschlichen Auges. 


Abb. 3.1), die von der Choroidea und den retinalen Gefäßen über die Zwischen- 
schicht des retinalen pigmentierten Epithels (RPE) mit Blut versorgt wird. Das 
Kammerwasser, der Glaskörper und die flexible Linse sind in diesen Schichten 
enthalten. Das Kammerwasser ist eine klare Flüssigkeit, die in der Vorderkam- 
mer, zwischen der Kornea und der Iris und im exponierten Bereich der Linse 
lokalisiert ist. Der Glaskörper besitzt eine gelartige Konsistenz mit deutlich 
größerem Volumen als das Kammerwasser, das den Raum zwischen der Linse 
und der Retina ausfüllt. Die Linse ist am Ziliarkörper durch das aus feinen, 
transparenten Zonulafasern bestehende Zentralband aufgehängt. Die Macula 
(gelber Rahmen in Abb. 3.1) ist ein ovaler, hoch pigmentierter gelber Fleck mit 
maximaler Sensitivität in der Nähe der Mitte der Retina [78]. 


In der ca. 0,4 mm-breiten Retina werden die Lichtreize zu Signalen verarbeitet, 
die anschließend an das Gehirn weitergeleitet werden. Lichtempfindliche Bau- 
teile sind die Stäbchen, die skotopisches Sehen ermöglichen. Die Zapfen dage- 
gen sind in der Lage das photopische Sehen zu realisieren. Es gibt drei Sorten 
von Zapfen mit Empfindlichkeitsmaxima im blauen, grünen und roten Spek- 
tralgebiet [78]. Zu den charakteristischen Stellen (gelber Rahmen in Abb. 3.1) 
der Retina gehören die Macula lutea, die wegen ihrer gelblichen Färbung so 


38 


3.1 Anatomie und Histologie des menschlichen Auges 
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Abbildung 3.2: REM Aufnahme eines isolierten Melanosoms. Aus extrahierten RPE-Zellen wur- 
den im Ultraschallbad aus HBSS einzelne Melanosome extrahiert. Anschließend wurden diese 
getrocknet und für die REM-Aufnahme mit Gold gesputtert. Durch die Verwendung von einfach 
destilliertem Wasser haben sich kleine Salzkristalle auf dem Zellorganell angehaftet. 


genannt wird mit der Fovea centralis als Mittelpunkt und die Papille. Die Fo- 
vea centralis ist der zentrale Teil des gelben Flecks, die gleichzeitig die größte 
Konzentration an Zapfenzellen im Auge enthält und für zentrales, hochauflö- 
sendes Sehen verantwortlich ist. In der Papille dagegen treten der Sehnerv und 
die Blutadern aus dem Auge aus bzw. ein. An dieser Stelle befinden sich weder 
Zapfen noch Stäbchen, so dass dort kein Sehen möglich ist. Aus diesem Grund 
wird diese Stelle auch als der blinde Fleck bezeichnet. Darunter befinden sich 
mehrere Schichten von Nervenzellen (Ganglienzellen, Amakrinzellen, Bipo- 
larzellen und Horizontalzellen), die die Signale der Photorezeptoren bereits 
verschalten und verarbeiten, bevor sie an das Gehirn weitergeleitet werden. 
Erst unterhalb dieser Schichten folgen die Stäbchen und Zapfen. In ihnen wird 
allerdings nur ein geringer Teil der einfallenden Strahlung absorbiert. Hinter 
dieser Schicht folgen schließlich das RPE und die Choroidea, welche die Retina 
mit Blut versorgt und auf der Sklera aufliegt. Das RPE ist etwa 10 um dick 
und von Melanosomen (vgl. Raster-Elektronen-Mikroskop (REM) Aufnahme 
in Abb. 3.2) durchsetzt [78,79]. 


Das Epithel sitzt fest auf der Bruch-Membran, die als Grenzmembran zur Cho- 
roidea fungiert. Das RPE vermittelt den Stoffaustausch zwischen der Chorioka- 
pillaris und den Photorezeptorzellen und ist am Umsatz der Rezeptorfortsätze 
sowie an der Regeneration des Retinals! beteiligt. Das Pigment in Form von 
Melanin verringert Lichtreflexionen. Es schützt dadurch die Photorezeptoren 


1 In Verbindung mit Opsin entsteht dadurch Rhodopsin, wodurch die Signaltransduktionskaskade 
für „Sehen“ ermöglicht wird. 
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vor Streulicht und hat somit Bedeutung fiir die Sehschärfe. Ca. 51 % der Strah- 
lung wird vom RPE (bei 532 nm) absorbiert [80], der Rest wird in Sklera und 
Choroidea in Wärme umgesetzt. Da das Pigmentepithel zudem sehr dünn ist, 
wird die umgesetzte Energiedichte dort sehr hoch, was ein hohes Schadensri- 
siko impliziert [79]. 


Durch die hohen Absorptionseigenschaften und der resultierenden hohen En- 
ergiedichte in dieser Schicht, treten Zellschädigungen durch Laserstrahlung 
hier typischerweise als erstes auf. Daher wurde in bisherigen ex vivo Arbeiten 
zu retinalen Schädigungsmechanismen extrahiertes RPE verwendet. Auch in 
dieser Arbeit wird aus diesem Grund auf extrahiertes RPE zurückgegriffen. 


3.2 RETINALE SCHÄDIGUNGSMECHANISMEN 


Gesundheitliche Beeinträchtigungen durch Laserstrahlung sind im gesamten 
optischen Spektrum von 180 nm im UV bis im fernen IR möglich, aber das 
Risiko von Retinaverletzungen durch Strahlung im sichtbaren und nahen IR- 
Bereich (400 bis 1400 nm) ist von besonderer Bedeutung. 


Die Schädigungsschwellen unterscheiden sich innerhalb des optischen Spek- 
trums (vgl. Abb. 3.3) aufgrund der unterschiedlichen biologischen Wirkungen 
und der verschiedenen Strukturen des Auges, die potenziell gefährdet sind, 


Entzündungen/ 
Verbrennungen Kornea 
UV-C 


UV-A, UV-B 


Retinale 
Verletzung 


Katarakt 


Abbildung 3.3: Eindringtiefe optischer Strahlung ins menschliche Auge. Vis- und IR-A-Strahlung 
werden auf die Netzhaut abgebildet und stellen somit ein besonders Gefahrenpotenzial für die 
Retina dar. 
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Abbildung 3.4: Schädigungsmechanismus bezüglich der Emissionsdauer und Leistungsdichte. 
PM = Photo-mechanisch, TM = Thermo-mechanisch. 


enorm [31]. Die durch optische Strahlung induzierten biologischen Wirkungen 
sind im Wesentlichen sowohl für kohärente als auch für inkohärente Quellen für 
jede Wellenlänge, Expositionsort, -fläche und -dauer die gleichen. Biologische 
Wirkungen (vgl. Abb. 3.4) von Lasern sind das Ergebnis eines oder mehre- 
rer konkurrierender biophysikalischer Wechselwirkungsmechanismen. Dabei 
wird zwischen photo-mechanisch, thermo-mechanisch, thermisch und photo- 
chemisch unterschieden, die je nach Spektralbereich, Bestrahlungsstärke und 
Expositionsdauer variieren. 


PHOTO-MECHANISCH 


Photo-mechanische Effekte treten auf, wenn Energie in die optische Zone in 
einem Puls (bei Leistungsdichten von 10! W - cm~?) deponiert wird und die 
Einwirkdauer kürzer ist als die akustische Einschlusszeit (T < Ins). Diese ist 
erforderlich, um die im Gewebe durch thermo-elastische Expansion erzeugte 
mechanische Spannung abzubauen. Dabei wird zwischen der klassischen Pho- 
todisruption, die im Gegensatz zur Ablation, bei höheren Bestrahlungsstärken 
und kürzeren Pulsdauern auftritt, unterschieden. Die lokale Temperatur in 
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der optischen Zone kann während der Laserbestrahlung 10000 °C erreichen 
[43, 81, 82]. 


Schadigungsmechanismus Gewebeschäden resultieren aus mechanischen 
Druck- oder Zugkräften [83,84]. Bei Bestrahlungsintensitäten oberhalb 
des Bereichs der thermo-mechanischen Schädigung und Pulsdauern un- 
terhalb des ns-Regimes kann es zu einer Plasmaerzeugung durch Ionisa- 
tion der Materie aufgrund der erhöhten Feldstärke im Gewebe kommen. 
Dabei handeltes sich um einen Lawineneffekt, der zu einer Energiedepo- 
sition im Bereich des Plasmas führt. Dadurch kann ein ideal definierter 
Schädigungsbereich durch Plasma-induzierte Ablation auch an Gewebe- 
stellen mit niedrigem Absorptionskoeflizient erzeugt werden. Zusätzlich 
kann sich abhängig von der deponierten Energie, ein Absorptionsplasma 
(freie Elektronen und Ionen) ausbilden, welches Schockwellen auslösen 
kann, die folglich zur Gewebeschädigung (Photodisruption) führen kön- 
nen [31,85]. 


Modellierungsansatz Es wurden bisher Modelle [86, 87] entwickelt, die die 
Bestrahlungsstärkeschwellen für laser-induzierten Zerfall in verdichte- 
ten Medien, auch okulare und wässrige Medien, beschreiben. Diese 
Modelle sind eine Erweiterung des einfachen Ratengleichungsformalis- 
mus von Shen [88] für Kaskadenzerfall in Festkörpern. Multiphotonen- 
Effekte wurden in diesen Formalismus gekoppelt, indem die von Kel- 
dysh [89] entwickelte Theorie der Multiphotonen-Ionisation in konzen- 
trierten Medien verwendet wurde. Eine allgemeine Beschreibung dieser 
Effekte wurde ausgearbeitet, konnte jedoch nicht in Relation zur Durch- 
bruchschwelle gebracht werden. Unter der Annahme, dass lediglich ein 
Ionisationsmechanismus zur Ladungsträgerbildung beiträgt, konnte je- 
doch ein analytischer Ausdruck zur Beschreibung des optischen Durch- 
bruchs zur applizierten Exposition entwickelt werden. Dieser Ansatz 
wurde für okulare Medien validiert [86, 87,90]. 


THERMO-MECHANISCH 


Bei einer Laserexposition mit Pulsdauern im ns- bis us-Bereich und Bestrah- 
lungsstärken von 108 W-cm”? werden Mikrodampfblasen in RPE-Zellen durch 
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Verdampfung des Cytoplasma an der Melanosomoberfläche wegen der starken 
Absorption des Laserlichts generiert [29, 32, 33,35, 37,91, 92]. 


Schadigungsmechanismus Die Mikroblasenbildung ist ein Schadensme- 
chanismus, der Aspekte des thermischen Einschlusses und des Span- 
nungseinschlusses durch explosive Verdampfung kombiniert. Wenn 
der Temperaturanstieg während der Lasereinwirkung schnell genug 
ist, kommt es zu einem Phasenwechsel von Cytoplasma zu Dampf, 
der dann explosionsartig entweicht. Dieser Prozess wird als explosi- 
ve Vaporisation bezeichnet und kann zu einer Gewebezerstörung füh- 
ren, die der durch rein photo-mechanische Prozesse hervorgerufenen 
Schäden ähnlich ist. Die explosive Vaporisation wurde als Mechanis- 
mus für die RPE-Melanosomen-Photodisruption nach Exposition mit 
dem gepulsten Ausgang des Neodym-dottiertes Yttrium-Aluminium- 
Granat (Nd: YAG)-Lasers untersucht [93]. 


Bei transienten Mikrodampfblasen ist bis heute nicht geklärt durch 
welchen Mechanismus sie die Zellen schädigen. Bisherige Arbeiten 
[55,92,94] vermuten den Zelltod in der Volumenzunahme begründet. Es 
wurde dabei festgestellt, dass bei Pulsdauern unter 50 us das Auftreten 
von Mikroblasen mit dem Zelltod einhergeht und die Schwelle zu deren 
Bildung dabei geringer ist. Das bedeutet, dass vor jedem Zelltod, eine 
Mikrodampfblase generiert wird, die dann zu einem kritischen Zustand 
führt, der eine Zellschädigung auslöst. 


Modellierungsansatz Ein möglicher Modellierungsansatz basiert auf der Si- 
mulation des Temperaturverlaufs an der Melanosomoberfläche, an der 
sich die Mikroblasen bilden [30, 95,96]. Dabei können die Melanosome 
dreidimensional modelliert werden unter der Annahme eines heterogen 
absorbierenden Körpers. Erste Arbeiten dazu, [97] simulierten die Tem- 
peratur an der Melanosomoberfläche unter der Annahme eines hetero- 
genen Energieeintrags durch das Lambert-Beersche Gesetz in Kap. 2.1, 
Gl. (2.1) und eines homogenen Absorptionsverhaltens des Melanosoms 
durch den Absorptionskoeffizienten a. Darüber wird die Temperaturver- 
teilung an der Oberfläche über die Wärmeleitungsgleichung berechnet, 
die zu einer lokalen Erhitzung führt und einen Phasenwechsel für die Mi- 
kroblasenbildung auslöst. Mittels der Wärmeleitungsgleichung Gl. (2.2) 
können durch räumliche und zeitliche Diskretisierungen, lineare Glei- 
chungen zur Beschreibung der Temperatur für sämtliche Zeitschritte 
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mittels der Finite-Volumen-Methode (FVM) iterativ gelöst werden. Die 
konkreten thermischen Eigenschaften des Melanosoms, wie die Tem- 
peraturleitfähigkeit x, die Dichte p des Zellorganells und der spezifi- 
schen Wärmekapazität c, sind in Ref. [92] bestimmt worden. Aktuelle 
Arbeiten beschäftigen sich unter Bezugnahme von Gl. (2.2) mit Va- 
riationen der Form, Größe und der Orientierung eines Melanosoms. 
Unter der Annahme einer kritischen Oberflächentemperatur (ca. 150°C 
nach Ref. [92]) zur Entstehung von Mikroblasen wird diese Bedin- 
gung zum Zelltod für die Simulation gleichgesetzt. Bislang fehlen je- 
doch die Berücksichtigung optischer Streueffekte, die einen höheren 
Einfluss als die bislang bestimmten uneinheitlichen Absorptionskoeffi- 
zienten haben [98,99]. Des Weiteren fehlt die genauere Diskretisierung 
des Melanosoms, das in der Realität aufgrund von Melaningranulae stark 
heterogen [29, 30,96] absorbiert. 


THERMISCH 


Diese Art der Schädigung tritt bei Emissionsdauern ab ca. 50 us auf, da hierbei 
der Energieeintrag durch das Laserlicht in die Umgebung dissipiert. Bei der 
thermischen Schädigung von Gewebe liegt die Pulsdauer oberhalb der ther- 
mischen Relaxationszeit und kann angrenzende Bereiche ebenfalls schädigen. 
Der Skalierungsparameter für dieses zeitabhängige Problem ist die sogenannte 
thermische Relaxationszeit nach Hayes und Wolbarsht [100, 101]. Sie ergibt 
sich aus der Gleichsetzung der optischen Eindringtiefe L nach Gl. (2.5) als 
thermische Diffusionslänge. 


Schädigungsmechanismus Durch die Absorption der Laserstrahlung im 


44 


Gewebe wird Wärmeenergie erzeugt und die Gewebetemperatur erhöht 
sich. Biologisches Gewebe erleidet im Allgemeinen irreversible Schä- 
den, wenn seine Temperatur um mehr als 10 K über die Umgebungstem- 
peratur erhöht wird. Nahe dieser Schwelle entwickelt sich die thermische 
Schädigung langsam und ist von der Dauer der thermischen Belastung 
abhängig. Die Schädigung akkumuliert sich kumulativ als Funktion der 
Temperatur und der Zeit, bis ein kritischer Grad der Schädigung er- 
reicht ist. Dieser kumulative Schaden kann quantitativ als Schadensin- 
tegral ausgedrückt werden [102-104]. Je höher die Temperatur über die 
Schwelle steigt, desto schneller tritt die Schädigung ein. 


3.2 Retinale Schadigungsmechanismen 


Wenn der Temperaturanstieg gemäßigt ist, können sich thermische Schä- 
den als denaturierte Proteine, Verlust der Tertiärstruktur von Makromo- 
lekülen oder Fluidisierung von Membranen manifestieren [105]. Diese 
Effekte können ausreichend sein, um einen verzögerten Zelltod zu verur- 
sachen. Einige Informationen über die Art und Weise des Zelltods wur- 
den in einer Studie an kultivierten Zellen gewonnen, die thermischem 
Stress ausgesetzt waren [106]. In dieser wurde festgestellt, dass nach 
einem Temperaturanstieg auf 55°C bis 58°C, der Zelltod hauptsächlich 
durch Apoptose eintrat. Bei einer Erhöhung auf 60°C bis 68°C erhöhte 
sich die Anzahl der Zellen, die durch Apoptose oder durch Nekrose star- 
ben. Wenn der Temperaturanstieg jedoch 100°C erreicht, kommt es zum 
Sieden und Verdampfen von Gewebewasser, was zum Zelltod führt. 


Modellierungsansatz Der Modellansatz einer thermischen Schädigung über 
das Schadensintegral wird schon seit 1970 verwendet, um thermische 
Verletzungen von Haut und Auge zu modellieren [107,108]. Zudem half 
diese Modellierung auch dabei, das Verständnis von der Spotgrößenab- 
hängigkeit als Funktion der Pulsdauer zu erweitern [16]. Durch diese 
Ergebnisse konnten die Expositionsgrenzen für gepulste ausgedehnte 
Quellen verändert werden [109]. 


Zur Vorhersage thermischer Schädigungsschwellen wurden bereits va- 
lidierte Computermodelle entwickelt. Diese Modelle basieren auf der 
Berechnung des Temperaturverlaufs nach der Laserexposition und an- 
schließender Integration des Arrhenius Integrals. Die kommerziell ver- 
fügbaren Modelle [24, 107] sind gegen die verfügbaren Einzelpuls- 
Schwellenwerte an NHP für einen Pulsdauerzeitbereich von 100 us bis 
wenige Sekunden validiert. Dabei wird das Gewebe inkl. der enthal- 
tenden Melanosome als Bulk-Modell (homogen absorbierendes Layer) 
angenommen. Für eine gegebene Laserexposition kann der Gewebe- 
temperaturverlauf T(t) durch Lösen der Wärmeleitungsgleichung nu- 
merisch berechnet werden. Anschließend kann das Schadensintegral Q 
(Q > 1 = Schaden), nach Gl. (3.1) berechnet werden. 


et EA), 3.1 
= I) t (3.1) 
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Dabei entspricht Z der Kollisionsfrequenz, Ea der Aktivierungsenergie 
und der Gaskonstante R. Unter der Verwendung der linearen Eigen- 
schaften der Warmeleitungsgleichung (T = m- Ej, + To) und einer Aqui- 
valenzumformung für Q = 1, lässt sich ein Modell nach Gl. (3.2) für die 
schädigende Exposition Akritth (= En: T) ableiten zu 


E 


A T 
MZ oR -n) a, (3.2) 


Arcitth = m 


PHOTO-CHEMISCH 


Die photo-chemischen Effekte überwiegen im ultravioletten Spektralbereich 
(400 nm bis ca. 550nm) und sind auch die Hauptart der retinalen Schädi- 
gung, die aus längerer Exposition (10 s oder mehr) mit kurzwelliger sichtbarer 
Strahlung (hauptsächlich blaues Licht) resultiert [59, 110, 111]. Die photo- 
chemische Ablation durch Interaktion zwischen UV-Photonen und Molekülen 
betrifft neben der Retina auch vor allem die vorderen Komponenten des Auges 
(vgl. Abb. 3.3) bei einer Beschädigung. 


Üblicherweise werden bei dieser Wechselwirkungsart jedoch photo-oxidative 
Prozesse gemeint, bei denen der Energieeintrag durch Licht mit endogenen 
Chromophoren interagiert, die zu chemischen Veränderungen führen. Es gibt 
darüber hinaus sensibilisierende Wirkungen, wodurch die photo-dynamische 
Therapie [112] realisiert wurde, auf die jedoch im Weiteren nicht eingegangen 
wird. 


Schädigungsmechanismus Bei photo-chemischen Effekten ist neben der 
Einwirkdauer auch vor allem die entsprechende Wellenlänge nach bis- 
herigem Stand der Forschung verantwortlich für den Zellschaden. Es 
wird zwischen zwei wesentlichen Typen unterschieden: 


1. Typ I: Tierstudien zeigten, dass fortgesetzte Expositionen tagelan- 
ger Exposition gegenüber einer hohen Lichtstärke zu einer retina- 
len Schädigung führt [113,114]. Diese Art der Schädigung wurde 
mit einer direkten Schädigung der Photorezeptoren aufgrund des 
Ausbleichens der Photorezeptorpigmente in Verbindung gebracht. 
Es wird angenommen, dass kurzwellige, sichtbare Strahlung die 
Alterung der Retina beschleunigt [85, 115]. 
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2. Typ II: Die photo-chemische Schädigung hängt mit der Absorption 
von kurzwelligem Licht im Bereich von 400-520 nm durch das RPE 
und die Aderhaut zusammen [110, 111]. Dies wird üblicherweise 
als Blaulichtgefahr [116, 117] bezeichnet. Kleine Temperaturerhö- 
hungen in der Retina (in der Größenordnung von 2-3 K) scheinen 
mit dem photo-chemischen Prozess synergistisch zu sein, so dass 
die Absorption durch Melanin über ein breites Wellenlängenband 
ebenfalls eine Rolle spielt, wenn auch eine nebensächliche [118]. 


Modellierungsansatz Durch empirische Beobachtungen wurde festgestellt, 
dass photo-chemische Schädigung über das Reziprozitätsgesetz be- 
schrieben werden kann. Das bedeutet, dass die Photoreaktion eines Ma- 
terials als Funktion des Strahlungsflusses variiert. Bunsen und Roscoe 
[119] führten die ersten Reziprozitätsgesetz-Experimente durch. Sie 
schlossen aus ihren Ergebnissen, dass alle photo-chemischen Reaktions- 
mechanismen nur von der absorbierten Gesamtenergie abhängen und 
statistisch unabhängig von den beiden Faktoren sind, die die absorbierte 
Gesamtenergie bestimmen, d. h. von der Strahlungsintensität /, und der 
Belichtungszeit t. Aus dem Reziprozitätsgesetz nach Gl. (3.3) 


/ Idt = Diot (3.3) 
0 


geht hervor, dass lediglich die Dosis Dio auf dem Gewebe die schädi- 
gende Wirkung ausübt. Das bedeutet, dass auch bei sehr kurzen Ein- 
wirkdauern photo-chemische Schädigungen eintreten, jedoch bei sehr 
hoher Intensität. Da die schädigende Exposition bei anderen Schädi- 
gungsmechanismen für diese Pulsdauern niedriger liegt, treten zwar 
photo-chemische Effekte auf, dominieren jedoch nicht, da andere Me- 
chanismen beim Erreichen einer Mindestschwelle vorab greifen. 


Erste Modellierungen hierfür wurden von Clark et al. [70] vorgestellt 
und basieren auf einigen empirisch ermittelten Parametern. Da das 
Reziprozitätsgesetz keine biologischen Wirkzusammenhänge wie Re- 
paraturmechanismen berücksichtigt, wurde in seinem Modell über ein 
Zwei-Raten-Modell dieser Effekt durch empirische Daten implementiert 
(vgl. Anhang A). 


47 


3 Laser-Gewebe-Interaktionen 


3.3 AUSARBEITUNG VERSCHIEDENER 
PULSINTERAKTIONSMODELLE 


Aus Kap. 1.2.1 geht hervor, dass eine Absenkung der Einzelpulsleistung von 
Pulsfolgen beobachtet wurde und im Lasersicherheitsstandard durch den Kor- 
rekturfaktor Cs berücksichtigt wird. Die Begründung der Absenkung liegt im 
wirksamen Schädigungsmechanismus der Pulsfolge. So kann beispielsweise 
ein photo-chemischer Schaden durch Erreichen der schädigenden Dosis gemäß 
des Reziprozitätsgesetzes ausgelöst werden. Dabei wirkt die Dosis kumulativ 
über die entsprechende Einwirkdauer. Bei thermischen Schädigungen wurde 
die Pulsadditivität über das Arrhenius-Integral veranschaulicht und durch Ex- 
perimente verifiziert und validiert. Bei photo-mechanischen Wirkungen, die 
aufgrund der ultra-kurzen Pulse (r < 100ps) unterhalb der akustischen Ein- 
schlusszeit liegen, bewirkt die Energiezufuhr unmittelbar eine Disruption und 
lässt somit keine Additivität zu. 


Bei thermo-mechanischen Effekten ist nach heutigem Stand der Forschung 
unklar, welche Prozesse bei der Mikroblasenbildung in der RPE-Schicht zum 
Zelltod führen. Es wurde nachgewiesen, dass die Zellmembran zerstört wurde, 
jedoch nicht, auf welche Weise. So können mechanische Schock wellen, die Vo- 
lumenzunahme, die schlagartige Druckänderung innerhalb einer RPE-Zelle, 
zytotoxische Reaktionen durch den Phasenwechsel oder den Energieeintrag 
in anderen Zellorganellen nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund ist 
auch weiterhin unbekannt, wie sich eine Pulsadditivität für dieses Schädigungs- 
regime entwickelt. Die Schädigungsschwellen von Mehrfachbestrahlung im 
thermo-mechanischen Pulsdauerzeitbereich zeigen, wie die durch thermisch- 
induzierten Schwellen, eine Reduktion an, was auf eine Interaktion im Gewebe 
hindeutet. 


Da im Rahmen dieser Arbeit Schädigungsschwellen und -mechanismen von ty- 
pischen LiDAR-Expositionen untersucht werden, ist die thermo-mechanische 
Schädigung (für Einzelpulse) aufgrund der emittierten Pulsdauern von be- 
sonderer Bedeutung. Daher wurden in Abb. 3.5 mögliche Pulsinteraktionshy- 
pothesen ausgearbeitet, die in den folgenden Unterkapiteln näher ausgeführt 
werden. 
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Hintergrunderwärmung N schädigende Pulse N Pulse =N Versuche 


AT — - u 


(a) Reversibel, kumulativ (b) Irreversibel, kumulativ (c) Statistische Verteilung 


Abbildung 3.5: Wechselwirkungen während der Mehrfachpuls-Bestrahlung: (a) Reversibler Ak- 
kumulationseffekt, der während der Pulspause relaxiert (z. B. thermische Effekte durch die Hinter- 
grundheizung). (b) Irreversibler Akkumulationseffekt, der während der Pulspause nicht relaxiert 
(z.B. stetige Veränderung der Melanosomoberfläche). (c) Statistisch unabhängiger Prozess (z. B. 
Erhöhung der Wahrscheinlichkeit, eine kritische Mikroblase zu induzieren). Bei Prozess (a) würde 
die Anzahl der schädigenden Pulse durch große Pulspausen reduziert werden. Bei (b) und (c) wird 
die Gesamtzahl der Pulse dagegen nicht durch die Pulspause beeinflusst. 


3.3.1 KUMULATIVE EFFEKTE 


Diese Hypothese basiert auf der Annahme, dass das Gewebe durch die Ex- 
position nachhaltig sensibilisiert wird. Die Bestrahlung wirkt also im Sinne 
einer Akkumulation auf das Gewebe, da der Einfluss durch die Häufigkeit 
des Auftretens (= Pulse einer Pulsfolge) erhöht wird. Diese Akkumulationen 
können sowohl reversibel als auch nicht-reversibel sein. Der Hauptunterschied 
zwischen den beiden Thesen ist die Annahme einer ”Zurücksetzung” der Zell- 
zustände im reversiblen Fall (siehe Abb. 3.5a). Unter der Annahme eines 
nicht-reversiblen Effekts (siehe Abb. 3.5b) lässt sich feststellen, dass selbst 
zeitliche Pausen zwischen den Impulsen nicht in der Lage sind, die Zelle in 
ihre Ausgangslage zurückzusetzen. 


In Abb. 3.6 sind beispielhafte Pfade aufgetragen, die kumulativ auf reversible 
oder nicht-reversible Art zur Schädigung führen können. Die aufgelisteten 
Arbeitshypothesen dazu wurden in vorherigen Arbeiten aufgestellt [120-124]. 


3.3.2 WAHRSCHEINLICHKEITSSUMMATION 


Das Wahrscheinlichkeitssummationsmodell (engl. Probability summation mo- 
del) (PSM) ist eine statistische Methode zur Beschreibung des Auftretens ei- 
nes Ereignisses durch steigende Wahrscheinlichkeit (vgl. Abb. 3.5c). Das PSM 
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Hypothese 1 Hypothese 2 Hypothese 3 


Hintergrund- Biochemische Zellorganellen Physikalische 

erwärmung Prozesse direkt Eigenschaften 
geschädigt (z.B. weiterer 
Zellmembran) Zellorganellen 


Freie Radikale/ verändert (z.B. 
PH-Wert Melanosom) 


Energieeintrag 
führt zu direkten 
Phasenwechsel 


Thermischer 


Schaden durch 
Denaturierung 


Blasenfusion mit 
Überbleibseln 


Änderung/ 
Sensibilisierende 
Effekte Vereinfachung von 
Nukleations- 
bedingungen Vereinfachte 
/ Uberdehnungs- 


bedingungen 


vorheriger Blasen 


Phasenwechsel 
Photo- 
chemischer Thermo- 
Schaden Schock- und Mikroblasen- mechanische 


Druckwellen bildung Schädigung 


überdehnung 


Abbildung 3.6: Wirkweisen des kumulativen Energieeintrags der zur Schädigung führen kann. 
Ausarbeitung möglicher schädigender Pfade, die zu verschiedenen Schädigungen führen können. 


dient als methodischer Ansatz zur Vorhersage eines Schadens nach mehrfacher 
Laserbestrahlung mit niedrig dosierter Energie. Dieses Modell basiert auf der 
Probit-Analyse, die bereits in den 1970er Jahren von Finney [125] für Dosis- 
Wirkungs-Kurven in anderen Anwendungsbereichen eingeführt wurde. Später 
wurde das PSM von Menendez [126] für die Vorhersage von Laserstrahlungs- 
schäden verwendet. Dieser Ansatz wird teilweise noch heute zur Vorhersage 
thermo-mechanischer Schäden verwendet und mit anderen etablierten Metho- 
den wie dem C5-Faktor aus der Lasersicherheitsnorm verglichen [70, 127]. 


Die PSM-Hypothese basiert auf der Annahme, dass die Reaktion auf eine belie- 
bige Exposition einer Pulsfolge als ein von den vorherigen Pulsen unabhängiges 
Ereignis betrachtet werden kann (siehe Abb. 3.5c). Alle vorhergehenden Expo- 
sitionen einer Impulsfolge haben keine Wirkung auf die Retina in Form einer 
Sensibilisierung oder Desensibilisierung. 
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Unter der Annahme, dass die Wahrscheinlichkeit P einer retinalen Reakti- 
on auf jeden Einzelpuls psingie einer Pulsfolge identisch ist, kann die Wahr- 
scheinlichkeit P(N), nach N Pulsen eine Retinareaktion zu induzieren, gemäß 
Gl. (3.4) [126, 127] berechnet werden: 


P(N) = 1-(1—psingle)™ (3.4) 


Daraus folgt, dass die Exposition, die eine 50-% Verletzungswahrscheinlichkeit 
(EDso) darstellt, einen Wert von P(N) =0,5 ergibt. Die Antwortwahrschein- 
lichkeit für jeden Puls kann dann durch Lösen von Gl. (3.4) bestimmt werden 
für PSingle: 

Psingle = 1- (0,5)! N (3.5) 


Zur Bestimmung von Psingie wurde das von Lund [127] entwickelte Probit- 
Fit verwendet. Diese Analyse liefert eine Dosis-Wirkungs-Kurve (basierend 
auf der Annahme einer logarithmischen Normalverteilung), die durch den 
EDso als Wendepunkt gekennzeichnet ist. Die resultierende Kurve gibt die 
Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines Ereignisses (Schadens) mit steigender 
Energiedosis an. Das bedeutet, dass die aus Gl. (3.5) gesuchte Einzelwahr- 
scheinlichkeit im ProbitFit eine Energiedosis angibt, bei der in der jeweiligen 
Wiederholungsbestrahlung ein Schaden auftritt. 


Für eine Vorhersage des EDso für N = 10 werden die Ergebnisse einer niedrige- 
ren Pulsfolge (z.B. N =1 aus Ref. [128]): Für die Berechnung des EDs nach 
Gl. (3.4) muss Gl. (3.5) für 10 Pulse gelöst werden, was zu einem Psingle = 0,067 
führt. In Abb. 3.7 ist dieser Wahrscheinlichkeitspunkt grün markiert und gibt 
damit an, welche Dosis nach einer probabilistischen Summierung notwendig 
ist, um bei einer zehnfachen Bestrahlung einen Schaden zu erzeugen. 
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3 Laser-Gewebe-Interaktionen 


Schädigung 


0.84 O Applizierte Energiedose 
3 Dosis-Antwort-Kurve 
a 4 
2 
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© 05 ED,, fiir N = 1 
2 5 
2 
= 
G 
= 

0.16 I 

0.067 ED,, für N = 10 
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Energie in uJ 
Abbildung 3.7: Dosis-Antwort-Kurve fiir die Auswertung einer Einzelexposition. Die Wahrschein- 


lichkeit Psingie von 0,067 ist schematisch grün markiert und gibt die probabilistische Summierung 
an, um eine Schädigung nach 10 Pulsen zu erzeugen. 


ZUSAMMENFASSUNG DES KAPITELS 


e Das retinale Pigmentepithel (RPE) im Augenhintergrund stellt aufgrund 
der hohen Absorptionseigenschaften im Vis/IR-A- Spektralbereich die Lo- 
kalisation der größten Wechselwirkung dar. 


e Je nach Expositionsdauer, Expositionsstärke und Wellenlänge wird zwi- 
schen vier schädigenden Wechselwirkungsmechanismen unterschieden: 
Photo-chemisch, thermisch, thermo-mechanisch und photo-mechanisch. 


e Die Applikation von ns-Pulsen führt nach Stand der Forschung bei Einzel- 
pulsen zu thermo-mechanischen Schädigungen im RPE. 


e Nach Stand der Forschung wirkt die thermo-mechanische Mikrokavita- 
tion nicht kumulativ, dennoch weist die reduzierte Schädigungsschwelle 
einzelner Pulse einer Pulsfolge auf eine Pulsinteraktion im Gewebe hin. 


e Es wurden Arbeitshypothesen zur Beschreibung von Pulsinteraktionsmo- 
dellen im Gewebe ausgearbeitet. Die Konzeptvorstellungen basieren auf 
reversiblen, nicht-reversiblen und statistischen Prozessen bei einer Bestrah- 
lung mit ns-Pulsen. 
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4 METHODISCHER UND 
MESSTECHNISCHER ANSATZ 


In diesem Kapitel werden die optischen und akustischen Techniken zum Nach- 
weis von Mikroblasen im Gewebe vorgestellt und bewertet. Daraus wird die in 
dieser Arbeit verwendete Technik abgeleitet. Des Weiteren werden die Thesen 
zur Simulation der Hintergrunderwärmung im RPE vorgestellt. Dieses Modell 
basiert auf dem Modellierungsansatz thermischer Schädigung. Abschließend 
werden die Kriterien zur Definition eines Top Hat Strahlprofils gemäß der DIN 
EN ISO 13694:2019 erläutert. 


4.1 NACHWEIS VON MIKROBLASEN 


Zur Detektion von Mikroblasenbildung in RPE-Gewebe wird zwischen opti- 
schen und opto-akustischen Techniken unterschieden. Im folgenden Abschnitt 
werden die methodischen Ansätze und deren Anwendbarkeit für die Untersu- 
chung der vorliegenden Arbeit dargestellt. 


4.1.1 OPTO-AKUSTISCHE METHODEN 


Ein Ansatz basiert auf der Auswertung von Druckwellen, die bei der Bildung 
von Mikroblasen emittiert werden. Dazu befindet sich die Probe in einem dich- 
teren Medium wie Hank’s Kochsalzlösung (engl. Hanks balanced saline soluti- 
on) (HBSS). Dabei werden Gewebeeigenschaften wie die lokale Verteilung der 
Melanosome bei der Mikroblasenbildung während der Bestrahlung verändert. 
Dies führt zu minimalen Veränderungen der opto-akustischen Reaktion, die mit 
einem Hydrophon piezo-elektrisch gemessen werden kann. Für eine zuverläs- 
sige Detektion von Mikroblasen mit der aktuellen opto-akustischen Technik 
sind 30 Pulse mit identischer Einzelpulsenergie erforderlich [32, 129, 130]. 
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4 Methodischer und messtechnischer Ansatz 


4.1.2 OPTISCHE METHODEN 


Reflexbasiert Eine transiente Reflexionserhöhung kann durch Mikroblasen- 
bildung nachgewiesen werden, da an der Grenzfläche - der mit verdampften Cy- 
toplasma gefüllten Blase - das Laserlicht eines zusätzlichen Beleuchtungslasers 
aufgrund des Brechungsindexunterschieds zur Umgebung stärker reflektiert 
und zurückgestreut. Ohne Mikroblasenbildung bleiben die Streueigenschaften 
des Gewebes unverändert. Bilden sich jedoch Mikroblasen, so werden diese 
Eigenschaften durch die als Mie-Streuer wirkenden Mikroblasen selbst oder 
zufällige Verschiebungen im Gewebe induziert [35, 37, 129]. 


Schlierentechnik Diese Technik eignet sich zur Untersuchung in transparen- 
ten Medien und kann die Stoßwelle durch den Kollaps einer Kavitationsblase 
veranschaulichen. Die Stoßwelle führt hierbei zu einer lokalen Brechungsin- 
dexänderung, welche als Folge die optische Weglänge des Beleuchtungsstrah- 
lengangs verändert. Das Licht erfährt an dieser Stelle eine Phasenverschiebung 
und wird abgelenkt. Das grundlegende Prinzip ist hierbei eine stroboskopartige 
Beleuchtung des Prozesses zu einem definierten Zeitpunkt mit Beleuchtungs- 
dauern im ns-Regime und dessen jeweilige Aufnahme. Durch ein Aneinander- 
reihen der einzelnen Momentaufnahmen wird so eine Dynamik des gesamten 
Prozesses generiert [131]. 


Interferometrie Bei der Implementierung eines Michelson-Interferometers 
können Informationen über die Mikroblasendynamik gesammelt werden. Da 
sich die Blasengrenzfläche in Bewegung befindet, ändert sich die Wegdifferenz 
zwischen den Lichtstrahlen in Probe- und Referenzarm. Die daraus resultie- 
rende sich zeitlich verändernde Intensität wird mit einer Photodiode gemessen. 
Der Nachteil dieser Methodik liegt in der Komplexität des Aufbaus und vor 
allem der zusätzlichen permanenten Bestrahlung der Proben [132-134]. 


Blitzlichtaufbau Zur Beleuchtung des RPE wird eine Blitzlampe verwendet. 
Für die Aufnahmen wird eine CCD-Kamera verwendet, die mehrere Fotos 
während einer Exposition aufnimmt (davor, nach ca. 200ns, nach ca. 1s). 
Aufgrund des unbekannten Auftretens einer Mikroblase, was dem Triggerzeit- 
punkt der Kamera entspricht, eignet sich dieser Ansatz nicht zur Untersuchung 
des Auftretens von Mikroblasen in Pulsfolgen [132]. 


Optische Kohärenztomographie Dieser Ansatz basiert auf der Auswer- 
tung der Mikroblasen-bedingten Gewebeverschiebung mittels der optischen 
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4.2 Modell zur Hintergrunderwärmung 


Koharenztomographie (OCT). Da jedoch nur eine Tiefenebene betrachtet wird 
und die räumliche Auflösung begrenzt ist, ist die Sensitivität zum Nachweis 
von Mikroblasen gering. Da weder die Empfindlichkeit noch die Spezifität 
hoch ist [135] und die Multipulsaufnahme erschwert ist, eignet sich dieser 
Ansatz nicht für die Anwendung in dieser Arbeit. 


Kombinationsmethodik In Tab. 4.1 sind die gängigen Detektionsmethoden 
für den Nachweis von Blasenbildung aufgelistet. Bei der Überprüfung auf die 
Anwendbarkeit in dieser Arbeit ergibt sich die Kombinationslösung aus einer 
opto-akustischen und reflexbasierten Methode. Sie vereint die Möglichkeiten 
zur Untersuchung von Einzel- und Multipulsen. 


4.2 MODELL ZUR HINTERGRUNDERWARMUNG 


Das in Kap. 3.2 vorgestellte Arrhenius-Integral bildet die Grundlage fiir die 
Modellbildung zur Beschreibung thermischer Schäden der Netzhaut. Gängi- 
ge Modelle wie das Seibersdorf Laboratories Model (SLM) wurden gegen 
NHP-Daten validiert und sind in der Lage, die Schädigungsschwelle durch 


Tabelle 4.1: Detektionsmethoden zur Mikroblasenmessung. e = sehr gut. o = gut. Die Kombination 
aus dem reflexbasierten und der opto-akustischen Methode verbindet die meisten Vorteile. 


5 

All a re oll 3 
E Sgela g 
5 BEES 2||= 
ž SE EIS EIE 
z alas eal} olal 
Einfachheit Aufbau e o e 
Kosten e|o|le|o ole 
Zusätzliche Bestrahlung ele 
Anwendbarkeit Einzelpulsmessung | e | e | e | o | o . 
Eignung Multipulsmessung . e elele 
Sensitivitat . o|e|\e\lo o|e 
Integration im System e | o 
Datenauswertung e |o . e | o 
Anwendbarkeit bei Explants . °. |o ele 
Zeitliche Auflösung e e e 
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4 Methodischer und messtechnischer Ansatz 


Angabe eines EDs (bezogen auf die totale intraokulare Energie) vorherzusa- 
gen [136, 137]. Das SLM ist ein zweidimensionales Modell zur Untersuchung 
von zirkularsymmetrischen Bestrahlungsstärken, die eine retinale Schädigung 
verursachen. Der Ansatz dieses Modells besteht darin, eine radiale Wärmequel- 
le g(t,r) mit dem Bestrahlungsstärkeprofil innerhalb der retinalen Schichten 
für ein LeGrand Modell! zu simulieren. Die sich ergebende Wärmeübertra- 
gungsgleichung (angepasst aus Gl. (2.2)) wird numerisch gelöst und der Tem- 
peraturverlauf (linker Term aus Gl. (4.1)) kann verwendet werden, um die 
Arrhenius-Gleichung zu lösen. 


T 
prep Seek AT +46) (4.1) 


Die thermischen Eigenschaften des retinalen Gewebes (Dichte p, die Kon- 
duktivität k und die spezifische Wärme c,) sind in Ref. [138] angegeben. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde das Modell verwendet, um den Einfluss der Hin- 
tergrunderwärmung durch Multipulsbestrahlung zu prüfen und zu evaluieren 
(vgl. Kap. 6.3). 


4.3 ANSATZ ZUR KONSTANTEN ENERGIEDICHTE 


Die Propagation einer TEMoo-Mode im freien Raum ist dadurch charakte- 
risiert, dass zwar eine Variation des Strahldurchmessers, gegeben durch die 
Strahldivergenz, stattfindet, die Intensitätsverteilung jedoch gleich bleibt. Der 
Strahl behält somit seine Gaußförmige Form bei. Bei der Ausbreitung eines 
nicht-Gaußschen Strahls, wie zum Beispiel eines Top Hat Strahlprofils, kommt 
es zu einer zusätzlichen Veränderung des Intensitätsprofils im Raum, wo- 
durch dieser nicht mehr an jeder Stelle homogen ist [139]. Aufgrund von Beu- 
gung ändert sich das Strahlprofil von einer homogenen Intensitätsverteilung 
über ein ringförmiges Profil mit Streifenmuster hin zu einer Airy-Scheibchen- 
Verteilung im Fernfeld. 


Die Airy-Funktion resultiert also aus einer Fourier-Bessel Transformation ei- 
nes ursprünglich kreisförmigen Profils mit uniformer Intensitätsverteilung. Zu 


1 Augenmodell fiir ein relaxiertes menschliches Auge, bestehend aus Kornea, Fliissigkeit, Linse 
und Glaskörper 
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4.3 Ansatz zur konstanten Energiedichte 


Gaußförmig 


Top Hat 


Retinale Schädigung Retinale Schädigung 


Abbildung 4.1: Strahlprofile und ihr Einfluss auf die interagierenden Gewebeschichten in der 
Querschnittsansicht dargestellt. Links: Gaußsche Verteilung auf dem Gewebe. Rechts: Bestrahlung 
mit konstanter Energiedichte in Bezug auf die Top Hat Verteilung. Fluktuationen im Top Hat Profil 
sind sichtbar und können durch Mischung der angeregten Moden variiert werden. 


vernachlässigen ist der Abfall der Homogenität für große Strahldurchmesser 
und flachere Kanten, hierbei bleibt die Strahlform annähernd konstant. Um 
ein Top Hat Profil im Fernfeld seiner Entstehung beizubehalten, wird das Pro- 
fil an der Stelle, an der dieses homogen ist, beispielsweise mit zwei Linsen 
abgebildet [140]. 


4.3.1 VORTEIL DER KONSTANTEN ENERGIEDICHTE 


Um eine plane Schädigungsebene im bestrahlten Gewebe zu schaffen, wird 
üblicherweise die Top Hat Verteilung eingesetzt, da die konstante Energie- 
dichte eine gleichmäßig Schädigung des RPE verursacht und dadurch weitere 
Informationen über den Schädigungsmechanismus gewonnen werden können 
(siehe Abb. 4.1). 


Das Strahlprofil eines Top Hat Profils lässt sich nach DIN EN ISO 13694:2019 
durch die Uniformität, die Strahlgleichförmigkeit, Plateaugleichförmigkeit und 
die Flankensteilheit beschreiben. In dieser Arbeit werden die Merkmale der 
Uniformität und der Flankensteilheit verwendet. Die Übrigen werden aufgrund 
ihrer geringeren Bedeutung in der Anwendung dieser Arbeit vernachlässigt. 
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4 Methodischer und messtechnischer Ansatz 


4.3.2 EBENHEITSFAKTOR DES STRAHLPROFILS 


Der Ebenheitsfaktor beschreibt das Verhältnis der zu betrachtenden mittleren 
Energiedichte, zur maximalen Energiedichte. Bisher veröffentlichte Arbeiten 
[55, 56] führten daher den Intensitätsmodulationsfaktor (IMF) nach Gl. (4.2) 
ein, um das Verhältnis der Spitzenexposition Amax zur gemittelten gemessenen 
Exposition Amean Zu beschreiben. Tabelle 4.2 fasst die verwendeten Methoden 
zur Realisierung eines Top Hats zusammen. 


H, 
IMF = —™ (4.2) 


mean 


4.3.3 FLANKENSTEILHEIT UND DURCHMESSERDEFINITION 


Ein idealer Top Hat (siehe Abb. 4.2a) hat eine ideale Flankensteilheit. Da 
ein realisierter Top Hat (siehe Abb. 4.2b) jedoch durch die Auswertung 
über eine Abbildung, optische Aberrationen des optischen Systems und der 


Tabelle 4.2: Überblick über Top Hat Konfigurationen aus der Literatur für in vivo- und Ex- 
plantmessungen. In der vorliegenden Arbeit wird die Verwendung von Fasern in quadratischer 
Form vorgeschlagen, um die Kontrolle der Top Hat Verteilung auf den Proben zu vereinfachen. 
B = Blende, F = Faser, AP = Augenposition, PP = Probenposition, K = Kaninchen, S = Schwein. 


$ 
o 
el 2 av] on 

5 2 d: : E E 2 
5} S 32 m A = 3 2 
D > 515 S 2 ° 8 5 
ei a2 zl Al £ = x m 6) 
[141] B © Ye KA. Theor. Abbildungsebene k. A. - NHP 
[R6] B O l/e k.A. 1. Blende 2. AP k. A. - NHP 
[55] F* © k.A. 1,18-3,8 Faserende Spaltlampe IMF-Hmean K/S 
[38] F O k.A. 1,15** 1. Faserende 2. PP Spaltlampe k.A. S 
[29] F O k.A. <10%*** 1. Faserende 2. PP Spaltlampe k.A. S 
Lipp F* DO] 1/e* max. 1,15 1. Faserende 2. PP 3. Theor. Kamera RE S 


*Die Faserlänge wurde variiert.**keine Angabe in Veröffentlichung, jedoch aus einer Strahlpro- 
filaufnahme abgeschatzt.***Top Hat Schwankungen in %.****Evaluiert in Kap. 6.1.1 
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4.3 Ansatz zur konstanten Energiedichte 


90% 90%- 
10% 10% 


(a) (b) 


Abbildung 4.2: Veranschaulichung der Definition der Steilheit eines Strahlprofils nach DIN EN ISO 
13694:2019 durch Berechnung der normierten Differenz zwischen zwei effektiven Bestrahlungs- 
flächen mit Intensitätsniveaus über 10 % und 90 % der maximalen Intensität. Der Wertebereich W 
der Flankensteilheit beträgt W = [0, 1]. Al bzw. A2 entsprechen 10% bzw. 90% der Spitzeninten- 
sität. Beide Bereiche werden auf Al normiert und die Differenz wird berechnet. (a) Beispiel für 
einen idealen Top Hat mit einer Flankensteilheit von Null, da Al = A2. (b) Realistischer Strahl, 
wobei Al > A2 und die Flankensteilheit einen Wert größer als Null haben wird. 


Pixeldiskretisierung begrenzt ist, wird die Flankensteilheit, Werte größer 
Null annehmen. Basierend auf den gebräuchlichen Durchmesserdefinitionen 
1/e,1/e? oder der vollen Breite bei halbem Maximum (FWHM) werden auf- 
grund nicht idealer Flankensteilheiten des retinalen Strahlprofils verschiedene 
Durchmesser und entsprechend unterschiedliche Expositionen H bestimmt, 
was zu Diskrepanzen bei der Bestimmung der Schädigungsexposition führt 
(vgl. Abb. 1.4). 


4.3.4 MODIFIKATION DER STRAHLDURCHMISCHUNG 


Aus Kap. 2.3 geht hervor, dass das Strahlprofil über die Modenanregung und 
der Überschreitung der Kohärenzlänge des Lasers durchmischt werden kann. 
In diesem Abschnitt wird daher aufgrund vereinfachter Justage ein frequenz- 
stabilisierter Helium-Neon-Laser (He-Ne)-Laser verwendet, um die Einflüsse 
der Homogenisierung konkret zu untersuchen. Zudem soll durch Voruntersu- 
chungen eine optische Faser für die Messungen in Kap. 5 ausgewählt werden, 
um ein bestmögliches Top Hat Strahlprofil auf den Proben zu erzeugen. Ent- 
scheidend für die Beurteilung des Top Hat Profils für diese Messungen ist vor 
allem der IMF des Spots (vgl. Abb. 4.3), welcher gegeben ist durch die Einkop- 
pelbedingungen in die Faser, den Fasereigenschaften sowie der Kohärenzlänge 
des Lasers. 
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Abbildung 4.3: Untersuchung des IMF. (a) Einflussfaktoren auf den IMF. (b) Anzahl angeregter 
Moden exemplarisch fiir den Biegedurchmesser und Einkoppel-NA. 
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4.3 Ansatz zur konstanten Energiedichte 


In Abb. 4.3a ist zu erkennen, dass jeweils ein großer Kerndurchmesser und 
eine lange Faser zur Reduzierung der Intensitätsmodulationen führen. Eine 
Vergrößerung des Kerndurchmessers geht nach Gl. (2.17) mit einer erhöhten 
Anzahl an geführten Moden einher. Im Rahmen dieser Untersuchung wurde 
die Anzahl der Moden bei der Verwendung eines 550 um- anstelle des 105 um- 
Durchmessers um einen Faktor von ca. 27 erhöht. Ein vergleichbares Ergebnis 
wurde durch eine stärkere Verbiegung der Faser bewirkt. Die Biegung der Fa- 
ser bewirkt eine Modulation des Öffnungswinkels am Faserausgang. Je stärker 
die Faser gebogen wird, desto größer wird die Ausgangs-NA, bis zu einer ma- 
ximalen NA von 0,179 bei maximaler Biegung. Somit kann gezeigt werden, 
dass eine Veränderung der Faserkrümmung wiederum höhere Moden anregt. 
Begründet wird dieser Verlauf durch die in Unterabschnitt 2.3 dargestellte 
Modenkopplung. Die Veränderung des Brechungsindexverlaufs innerhalb der 
Faser führt zu Modulationen der Propagationskonstanten einzelner Moden. 
Diese koppeln daraufhin miteinander und niedrigere Moden werden zuneh- 
mend zu Moden höherer Ordnung. 


Die geringsten Intensitätsmodulationen am Faserausgang konnten bei dem 
quadratisch geformten Faserkern festgestellt werden, hier begünstigt die Form 
zusätzliches Vermischen der geführten Moden. Weitere erhebliche Einflüsse 
auf die Homogenisierung ergeben sich durch die Länge und dem Kerndurch- 
messer einer Faser. Die Verringerung der Intensitätsmodulationen geht mit 
der Erhöhung der Eingangs- und somit auch der Ausgangs-NA einher. Hier- 
bei werden direkt am Fasereingang durch den steileren eintreffenden Winkel 
zusätzlich höhere Moden angeregt. Insgesamt steigt dann die Anzahl der ge- 
führten Moden in Abhängigkeit der NA exponentiell an. 


Die Ausgangs-NA (vgl. Abb.4.3b) wird zur Evaluierung der Modulationen 
verwendet, da diese den tatsächlichen Verlauf der geführten Strahlen inner- 
halb der Faser realistischer darstellt, als die der Eingangs-NA. Dies ist auf 
Einkoppel-Verluste zurückzuführen. Mit zunehmender NA nimmt die Anzahl 
der geführten Moden innerhalb der Faser exponentiell zu. Ein ähnlicher Verlauf 
ergibt sich, wenn die Ausgangs-NA gegen den Kehrwert des IMFs aufgetragen 
wird (vgl. Abb. 4.3b). Somit verbessert sich einhergehend mit der Anregung 
einer Vielzahl an Moden der IMF am Faserausgang und das Profil wird homo- 
gener. 
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4 Methodischer und messtechnischer Ansatz 


ZUSAMMENFASSUNG DES KAPITELS 


Etablierte Methoden zur Mikroblasenmessung werden vorgestellt und auf 
die Anwendbarkeit in dieser Arbeit evaluiert. Die Kombination aus opto- 
akustischer (Hydrophon) und optischer (reflexbasiert) Methoden erweist 
sich als kompatibel zur Mikroblasenerfassung. 


Die Hintergrunderwärmung im Augenmodell wird über das Seibersdorf 
Modell simuliert. 


Die Verwendung einer konstanten Energiedichte tiber ein Top Hat Strahl- 
profil stellt den Stand der Technik zur Schädigungsmessung dar. Eine Cha- 
rakterisierung hinsichtlich der Fluktuationen tiber den IMF, Flankensteil- 
heit und der Durchmesserdefinition ist vorteilhaft. 


Voruntersuchungen zur Auswahl der optischen Fasern ergeben, dass eine 
Quadratkernfaser am geeignetsten ist. Die Lange, eine hohe Einkoppel- 
NA, eine maximale Kriimmung und der Kerndurchmesser steigern zudem 
maßgeblich die Effizienz der Homogenisierung. 
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5 EXPERIMENTELLER AUFBAU DES 
SCHADIGUNGSMESSPLATZES 


Für die Bestimmung der laser-induzierten Schädigungsschwellen werden Ex- 
plants von Schweineaugen verwendet. Die Explants bieten durch eine ver- 
einfachte messtechnische Kontrolle und Dosimetrie einige Vorteile, die im 
folgenden Kapitel 5.1.1 erläutert werden. Hierzu wird die Präparation der 
Proben als auch das dazugehörige Auswerteverfahren zur Feststellung einer 
laser-induzierten Schädigung mittels Fluoreszenz-basierter Vitalitätsprüfung 
dargestellt. 


In Abschnitt 5.2 wird der experimentelle Aufbau und die verwendeten Kom- 
ponenten vorgestellt. Es werden das verwendete Lasersystem, die Energie- 
erfassungsmethodik und dessen Strahlprofil beschrieben, das durch Moden- 
durchmischung zu einem homogenisierten Strahlprofil führt. Die Gleichför- 
migkeit des Stahlprofils erlaubt Bestrahlungsmessungen bei nahezu konstanter 
Energiedichte, die mit Intensitätsmodulationen beschreibbar sind. Anhand der 
Vorstellung aller Komponenten des Setups wird der Vorgang der Bestrahlungs- 
experimente beschrieben. Das Setup wurde zusätzlich so modifiziert, dass das 
Auftreten einer thermo-mechanischen Mikrokavitation darüber hinaus gemes- 
sen werden kann. Abschließend wird das Vorgehen zur Schadensdeklarierung 
im Zusammenhang mit den Intensitätsmodulationen vorgestellt. 


Die daraus resultierenden Binärdaten (Schaden/kein Schaden) werden mittels 
einer Wahrscheinlichkeitsfunktion eine Dosis-Antwort-Kurve analysiert. Der 
Wendepunkt dieser Sigmoidalfunktion gibt einen Wert an, bei der mit 50%- 
Wahrscheinlichkeit ein Ereignis als Antwort zu erwarten ist. In der vorliegenden 
Arbeit wird dieser auch EDso-Wert genannt, und beschreibt die effektive Dosis, 
bei der mit 50%-Wahrscheinlichkeit eine Schädigung nach der Exposition 
auftritt. 
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5 Experimenteller Aufbau des Schädigungsmessplatzes 


5.1 Ex vivo RPE-MODELL 


Im Rahmen dieser Arbeit werden Explants -aus Schlachtabfällen erworbe- 
ne Tieraugen - verwendet. In den folgenden Kapiteln werden die Vorteile der 
Verwendung von Explants diskutiert. Im weiteren Schritt werden die Proben- 
präparationsschritte und die Vitalitätsprüfung vorgestellt. 


5.1.1 VERWENDBARKEIT UND VORZÜGE VON EXPLANTS 


Abbildung 5.1 zeigt einige der Herausforderungen bei der Bestimmung des 
abzubildenden Spotdurchmessers auf der Netzhaut, der Gewährleistung eines 
homogenen Strahlprofils und der Messung der Energie im in vivo-Auge. Die 
Bestimmung der tatsächlich absorbierten Dosis ist aufgrund der Streuung vor 
allem in den Netzhautschichten eine besondere Herausforderung. Die künstli- 
che Befeuchtung der NHP-Augen! und nicht kompensierte Aberrationen des 
dilatierten Auges können zu einer Fokusverschiebung auf der Netzhaut führen, 
woraus eine hohe Unsicherheit der ermittelten Größen folgt. Darüber hinaus 
ist eine Netzhautveränderung (z.B. eine Schädigung), die sich auf einen Be- 
reich von weniger als ca. 100 um im Durchmesser beschränkt, nur bedingt 
mit einer Augenspiegelung nachweisbar. Das gilt nicht für stark überschwel- 
lige Expositionen, da hierbei eine eindeutige Markierung erzeugt wird. Bei 
der Untersuchung der Schädigungsschwelle, kann es jedoch zu erheblichen 
Schwierigkeiten bei der Schädigungserkennung kommen [142]. 


Frühere Studien [16] haben gezeigt, dass aufgrund der vereinfachten Kontrolle 
der Messtechnik, Explants besonders für die Bestimmung von laser-induzierten 
Schädigungsmessungen nützlich sind. Das allgemeine Unsicherheitsniveau 
kann durch die Anzahl an verwendbaren Proben verschiedener Individuen 
besonders gering gehalten werden, sodass eine hohe Statistik über die Scha- 
densschwelle erstellt werden kann. Zudem ergibt sich durch die vereinfachte 


! Die Versuchstiere werden vor den Experimenten auf eine normale Netzhaut und klare Augen- 
medien untersucht. Der Brechungsindexfehler muss < 0,5 Dpt aufweisen. Die Tiere werden für 
die Studien mit einer intramuskulären Injektion von Telazol sediert. Zur Reduktion von Au- 
genbewegungen wird eine retrobulbäre Injektion von 4% Lidocain den Tieren verabreicht. Ein 
Lidspekulum hält das Auge zur Belichtung offen. Zur Reinheit und Vermeidung von Austrock- 
nung wird das Auge periodisch mit Kochsalzlösung gespült. 
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Abbildung 5.1: Herausforderungen einer in vivo-Messung: Idealer optischer Weg (blau), der durch 
streuende und absorbierende Komponenten (cyan) des Auges beeinflusst wird, insbesondere in den 
Netzhautschichten (grün), die zu einer veränderten Spotgröße und einem veränderten Strahlprofil 
führen. Auch der EDso könnte aufgrund der streuenden und absorbierenden Komponenten des 
vorderen Teils des Auges und der Netzhautschichten niedriger sein. Gewöhnlich sind NHP-Augen 
künstlich befeuchtet und nicht kompensierten Aberrationen des dilatierten Auges eines anästhe- 
sierten NHP-Auges sind größer als vorhergesagt: Fokusverschiebung und Top Hat Abweichung 
(rot) könnten induziert werden. Da die Hauptbrechkraft im Auge durch die Hornhaut verursacht 
wird, wird zur Vereinfachung nur deren Brechung dargestellt. Die Brechkraft der Augenlinse und 
der Vorderkammer des Auges wurden zur vereinfachten Übersicht nicht aufgetragen. 


Dosimetrie-Kontrolle gegenüber NHP eine genaue Evaluierung systematischer 
auftretender Fehler (Bestimmung Spotgröße, Strahlprofil, Energieerfassung), 
die über Fehlerfortpflanzung bewertet werden können. Ein weiterer Vorteil ge- 
genüber der NHP-Messungen ergibt sich durch die allgemeine Nachkorrektur 
womit Transmissionen im Auge berücksichtigt werden. Da lediglich Energie, 
die auf die Kornea auftrifft, gemessen wird, müssen Korrekturfaktoren für 
Transmission und Streuung im Auge angenommen und angewandt werden, 
was zu einer weiteren Unsicherheit in der in vivo Untersuchung führt. 


Explants erlauben jedoch keine Evaluierung nach 24 h. Diese, bei NHP übliche 
Langzeitbeobachtung, erlaubt es, physiologische Prozesse und ihre Auswirkun- 
gen auf den Schaden (inklusive Reparaturmechanismen) zu berücksichtigen. 
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5.1.2 GEWEBEPROBEN VERSCHIEDENER TIERARTEN 


Als Explants werden üblicherweise sowohl Rinder- als auch Schweineaugen 
verwendet, obwohl sie im Vergleich zu menschlichen Augen oder NHP keine 
Macula aufweisen. Die Macula ist besonders empfindlich gegenüber hoch- 
energetischer Strahlung. Dennoch enthält die Schicht des RPE der Explants 
hauptsächlich Melanosomen, die im thermo-mechanischen Schädigungsre- 
gime durch Mikroblasenbildung (vgl. Kap. 3.2) auf ihrer Oberfläche für die 
Zellschädigung verantwortlich sein sollen. Brinkmann [29] berichtet, dass 
aufgrund verschiedener Melanosomgeometrien die Schädigungsschwelle in 
Rinderaugen um den Faktor 1,6 höher liegt als in Schweineaugen. 


Im Allgemeinen sind die eingespannten Proben von Rinderaugen im Vergleich 
zu Schweineaugen, durch ein gleichmäßigeres Höhenprofil charakterisiert, was 
die korrekte Abbildung auf die Fokusebene der Probe vereinfacht. Rinderau- 
gen haben jedoch ein äquatorial liegendes tapitum lucidum”, das aufgrund 
seiner reduzierten Absorptionseigenschaften nicht für Schwellwertmessungen 
verwendet werden kann. Daher müssen höher pigmentierte polare Positionen 
verwendet werden, die bei der Präparation der Proben mit einem Mikroskop 
leicht unterschieden und ausgewählt werden können. 


Insgesamt ergibt sich im Submikrosekunden-Pulsbereich ein Offset der Schä- 
digungsschwelle gegenüber den in vivo Messungen. Dieser Offset ist jedoch bei 
Untersuchungen [16] ab 100 us nicht beobachtet worden: In diesem Pulsdauer- 
zeitbereich stimmten die Schädigungsexpositionen mit den NHP-Messungen 
überein. Nach Stand der Forschung wird die Begründung dieser Auffälligkeit 
im Schädigungsmechanismus vermutet. 


Aufgrund der höheren Verfügbarkeit vergleichbarer Daten mit Explants von 
Schweinen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Schweineaugen 
gearbeitet. Die Verfügbarkeit der Schweineaugen beträgt an einem Messtag 
mindestens 20 Augen verschiedener Individuen. 


? im Auge u.a. vieler Plattwürmer (Plathelminthes), Gliederfüßer (Arthropoda) und einiger Wir- 
beltiere (Vertebrata) gelegene reflektierende Schicht, die meist aus Guaninkristallen besteht und 
beim Dämmerungssehen die Lichtausbeute erhöht. Bei den Wirbeltieren liegt sie hinter den 
lichtempfindlichen Strukturen fast immer in der Aderhaut. 
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5.1.3 PROBENPRAPARATION 


Die ex vivo-Proben wurden aus frischen Schweineaugen (vgl. Abb. 5.2a) ge- 
wonnen, die von einem örtlichen Schlachthof (Schlachthof Balingen, Deutsch- 
land) erworben wurden. Während des Transports wurden die ungeöffneten 
Augäpfel in einer dunklen und isolierten Kühlbox gelagert. Zur Probenvorbe- 
reitung (siehe Abb. 5.2) wurden die frischen Augen mit einer Hanks-balanced 
Kochsalzlösung (HBSS) gespült. Das umliegende Gewebe wurde entfernt (vgl. 
5.2b) und der Bulbus mit einer Nadel geöffnet (siehe 5.2c). Der Bulbus wurde 
konzentrisch am Äquator durchtrennt (siehe 5.2d). Der vordere Teil des Au- 
ges und der Glaskörper wurden entfernt (vgl. 5.2e). Die sensorische Netzhaut 
wurde durch sanftes Zurückziehen oder Spülen mit HBSS entfernt, um das 
darunter liegende RPE in Form eines Kleeblatts freizulegen (siehe 5.2f). Die 
Sklera und die darunter liegende Aderhaut wurden nicht entfernt. Die schwarz 
pigmentierten Teile des Augenhintergrunds wurden in rechteckige Stücke ge- 
schnitten (vgl. 5.2g) und in Haltevorrichtungen eingespannt (siehe 5.2h) und 
in die HBSS bzw. in ein Nährmedium eingebracht. 


5.1.4 VITALITÄTSPRÜFUNG 


Die Untersuchung von Explants bietet aufgrund der direkten Exposition einen 
Vorteil gegenüber in vivo-Messungen hinsichtlich der Untersuchungsmetho- 
dik. Zellschäden können durch eine Veränderung der Fluoreszenzerscheinun- 
gen eines Markers in einem Gewebe mittels Fluoreszenzmikroskopie? nach- 
gewiesen werden. Für den Nachweis von vitalen und nicht-vitalen Zellen 
wurden zwei unterschiedlich wirksame fluoreszierende Substanzen verwen- 
det. Calcein-Acetoxymethylester (AM) wurde zum Nachweis vitaler Zellen 
und komplementär Propidium-Iodid (PD) zur Diagnose einer zerstörten Zell- 
membran verwendet. 


Nach der Bestrahlung wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Calcein-AM (Bestand 
1 ug/ul) und PI (Bestand 1 mg/ml) hinzugezogen. HBSS wurde (a) mit Calcein- 
AM (1:200 bis 5 uM) und unabhängig davon (b) mit PI (1:100 bis 15 uM) 


3 Bei in vivo-Untersuchungen ist das nur mit einem Ophthalmoskop möglich, wodurch aber 
Netzhautveränderungen mit kleinen retinalen Spots (< 100 um) nur bedingt erkannt werden 
können. 
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(g) (h) 


Abbildung 5.2: Probenvorbereitung von Schweineaugen: (a) Bulbus mit Bindehaut (b) Entfernung 
des umliegenden Gewebes (c) Offnung des Bulbus mit Nadel und Skalpell (d) Aquatorialer Schnitt 
zur Komplettöffnung (e) Entfernung des vorderen Augenteils und des Glaskörpers (inkl. Linse) (f) 
Beschnitt zur Kleeblatt-Form (g) Beschnitt der Probenstücke in Medium (h) Haltekonstruktionen 
zum Abflachen der Probe. 
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gemischt und 20 Minuten lang inkubiert. Calcein-AM kann aufgrund seiner 
ionisch ungeladenen Struktur durch die Zellmembran diffundieren und wird 
in lebenden Zellen durch Esterasen zu Calcein umgewandelt. Dabei findet 
ein chemischer Spaltprozess der lipophilen Blockierungsgruppen statt und 
wandelt Calcein-AM in Calcein um, das durch blaues Licht angeregt werden 
kann (Anregungsmaximum bei 494 nm, Emission bei 517 nm) und unter dem 
Mikroskop hell erscheint. Nicht-vitale Zellen erscheinen dunkel [143]. Da die 
Umwandlung zu akkumuliertem Calcein nur dann stattfinden kann, wenn die 
Enzyme noch aktiv und nicht abgestorben sind, ist es so möglich, die Vitalität 
der noch intakten Zellen nachzuweisen. 


PI hat die Eigenschaft als Marker fiir tote Zellen zu fungieren. Es bindet an 
jene Enzyme, die aktiv werden, sobald der Apoptoseprozess durch den Or- 
ganismus eingeleitet wird. PI ist ein nicht-membrandurchlässiger Farbstoff, 
der nur in Zellen eindringt, deren Membran bereits geschädigt ist und somit 
über seine Eigenschaft als Nukleinsäure-Interkalator an den Zellkern bindet. 
PI hat ein Absorptionsmaximum bei 488 nm und ein Emissionsmaximum bei 
590 nm, wobei die Maxima rotverschoben (bis ca. 617 nm) sind [144]. So er- 
scheinen Zellen mit geschädigter Zellmembran hell rot und Zellen mit intakter 
Zellmembran dunkel [145]. 


Die Bewertung von ”Schädigung” bzw. ”Keine Schädigung” wurde für jede 
exponierte Exposition mittels Fluoreszenz-Vitalitätsassays durchgeführt. An- 
hand der Orientierungslinien war es möglich, auszulesen, ob in einer Messreihe 
Schäden durch die Bestrahlung verursacht wurden. In Abb. 5.3 war der Nach- 
weis von vitalen Zellen durch Calcein (vgl. Abb. 5.3a) und toten Zellen durch PI 
(vgl. Abb. 5.3b) sichtbar. Für die Auswertung wird der Energiewert des einzel- 
nen Pulses für jede Exposition einer binären Antwort zugeordnet, die mit vital 
(0) oder nicht-vital (1) deklariert wurde. Die binären Daten wurden zur Berech- 
nung von EDso und 95% Konfidenzintervallen mittels Probit-Analyse [125] 
verwendet (vgl. Kap. 5.3.3). Die Bestimmung der EDso ist eine Methode zur 
statistischen Auswertung von Dosis-Antwort-Daten aus Experimenten zur Be- 
stimmung von Schwellenwerten für Netzhautschäden durch Laserexposition. 
Dabei wird die Beziehung zwischen einem Stimulus in Form einer Dosis (En- 
ergie) und einer quantitativen Antwort (Schädigung) analysiert. 
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Abbildung 5.3: Fluoreszenz-Fähigkeit zur Schadensbestimmung mit Orientierungsstruktur: Kon- 
stante Energiedosis fiir jede Messreihe (a) Anregung von Calcein. Vitale Zellen fluoreszieren hell 
grün. Tote Zellen erscheinen dunkel. (b) Anregung von PI. Zellen mit geschädigter Zellmembran 
fluoreszieren. Intakte Zellmembranen bleiben dunkel. 


5.2 ENTWICKLUNG DES SETUPS 


5.2.1 BESTRAHLUNGSAUFBAU 


In Abb. 5.4a ist der Aufbau zur Bestimmung der laser-induzierten Schä- 
digungsschwellwerte schematisch dargestellt. Der Laserstrahl wurde mittels 
zweier Spiegel (Thorlabs, NB1-K13, Deutschland) umgelenkt, wobei ein CW- 
Führungslaser über einen kippbaren Spiegel zusätzlich in den optischen Pfad 
eingebracht wurde. Uber ein Teleskopsystem (Thorlabs, LA1805-A, LA1422- 
A, Deutschland) und eine plankonvexe Linse (Thorlabs, LA1540-A, Deutsch- 
land) wurde der Strahl in eine Quadratkernfaser (Thorlabs, FP150QMT, 
Deutschland) mit einer NA von 0,39 eingekoppelt (Faserende a). Durch die 
quadratische Form und die Länge wird ein Top Hat durch Modenmischung 
am distalen Faserende erzeugt. Die Quadratkernform hat den Vorteil, dass die 
Abbildung eines quadratisch geformten Strahlprofils (siehe Abb. 5.5), das auf 
die Ebene der Probenposition projiziert wird, mit der angeschlossenen Ka- 
mera (IDS, UI-1540SE-M-GL, 1280 x 1024 Pixel, Deutschland) hochpräzise 
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Abbildung 5.4: Darstellung des optischen Setups für die Bestimmung von laser-induzierten Schä- 
digungsmessungen. Der gepulste Nd:YAG wird zur Anregung der Modenmischung in eine MM- 
Faser eingekoppelt. Das quadratische Strahlprofil an der distalen Spitze der Faser wird auf die 
Proben abgebildet. Durch die Verwendung eines Strahlteilers kann die angelegte Energie während 
der Bestrahlung auf den Proben gemessen werden. Eine Kamera wird verwendet, um den Top Hat 
auf der Probe zu überprüfen und gegebenenfalls die Probe nachzujustieren, indem die quadratische 
Form des Bildes erkannt wird. (a) Schematisch. (b) Realisierung des Messplatzes. 
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gesteuert werden kann. Sowohl die Kamera als auch die Probenposition wurden 
mit Hilfe eines Justierlasers (Thorlabs, CPS532, Deutschland) nachjustiert. In 
der Abbildungsposition war somit das Top Hat Strahlprofil durch die quadra- 
tische Formerkennung gewährleistet. Die Abbildungsposition des Justierlasers 
hatte eine Abweichung von < 2% und wurde an dieser Stelle vernachlässigt. 
Anschließend wurde die Faserspitze mit einer Asphäre (Thorlabs, ACL3026U- 
A, Deutschland) und einem Objektiv (Thorlabs, LMH-5X-532, Deutschland) 
auf die Ebene der Probenposition abgebildet. Ein Strahlteiler (Thorlabs, BS013, 
Deutschland) wurde verwendet, um Teile des Strahls in ein Energiemessge- 
rät (Coherent, LabMax-TOP, Modell Nr. 1104622, USA) abzulenken, um die 
Pulsenergie zu messen und die Anzahl der Pulse zu zählen. 


Der Aufbau diente dazu, ein quadratisches Strahlprofil mit geringen Intensitäts- 
modulationen auf die RPE-Proben abzubilden. Im Experiment wurden die Pro- 
ben mit Pulsfolgen von N = 1, 10, 100, 1000, 10 000 und 20 000 bestrahlt, um 
die Schädigungsschwelle in Bezug auf den EDs9 zu bestimmen. Die PRF wur- 
de für jedes Experiment auf 25 Hz gesetzt, um eine Hintergrund-Erwärmung 
zu verhindern [146]. Die Raumtemperatur wurde auf 21°C eingestellt. 


In einer weiteren Versuchsreihe [128] wurde der Einfluss von Luftkontakt und 
die Auswirkungen des oxidativen Stresses untersucht. Die Proben wurden dazu 
in ein Medium getaucht und befeuchtet, jedoch nicht vollständig*, so dass der 
bestrahlte Bereich auch mit Luft in Kontakt war. 


Um zusätzlich die in vivo Körpertemperatur zu simulieren, wurden abschlie- 
Bend Untersuchungen zu Pulsfolgen im 38°C-HBSS-Bad durchgeführt. Diese 
Temperatur wurde bei NHP als durchschnittliche Kernkörpertemperatur be- 
stimmt [16]. 


VERWENDETES LASERSYSTEM 


Ein gütegeschalteter frequenzverdoppelter Nd: YAG (Crylas, FDSS 532-1000, 
Deutschland) erzeugte zeitliche Gauß-Pulse mit einem FWHM von 1,8 ns bei 
einer Wellenlänge von 532 nm. Darüber hinaus war die Langzeit-Pulsenergie- 


4 Die Unterseite und die Flächen zwischen den metallischen Klemmvorrichtungen war völlig 
eingetaucht. 
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Stabilität (bezüglich 6h) weniger als + 5% und die Puls-zu-Puls-Stabilität we- 
niger als 5% root mean square (RMS). Die maximale Expositionszeit in den 
Experimenten fiir einen Spot betrug 800s, wobei eine Abweichung von weni- 
ger als 3% bezüglich der Energie gemessen wurde. Des Weiteren konnte die 
Pulswiederholrate bis max. 80 Hz eingestellt werden, welche jedoch zur Vor- 
beugung der Hintergrunderwärmung und einer erhöhten Puls-zu Puls-Stabilität 
nicht verwendet wurde. 


Vor und nach den Experimenten wurde die Pulslänge mit einem Hochge- 
schwindigkeits-Freiraumdetektor (Thorlabs, DET025AL/M, Deutschland) an 
der Position der Probe gemessen. Der Detektor war an ein Oszilloskop (Tele- 
dyne LeCroy, Waverunner 6100A, 1 GHz, 10 GS/s) gekoppelt. Vor den Experi- 
menten wurde ein Beam Viewer (Coherent, LaserCam-HR I, USA) eingesetzt, 
um das räumliche Strahlprofil zu untersuchen (siehe Abschnitt 5.2.2). 


ENERGIEERFASSUNG 


Die auftreffende Energiedosis bei Explantmessungen kann mit Hilfe eines 
Strahlteilers, der vor der Probe eingesetzt wird, erfasst werden. Zur Kontrol- 
le der Einstellung des Energiemessgeräts, sollte das Gerät sowohl an seiner 
Messposition als auch an der Probenposition positioniert werden, um das Tei- 
lungsverhältnis vor den Schädigungsmessungen zu verifizieren. Bei der Aus- 
wahl des richtigen Energiemessgeräts sollte berücksichtigt werden, dass die 
zeitliche Auflösung des Gerätes hoch genug ist, um sicherzustellen, dass die 
Energie jedes einzelnen Pulses ohne Mittelwertbildung über mehrere Impulse 
gemessen wird. 


Die Kontrolle der abgestrahlten Energie von in vivo-Messungen stellt eine be- 
sondere messtechnische Herausforderung dar (vgl. Abb. 5.1). In den Berichten 
Zuclich’ und Lunds [25,26, 141] wird festgestellt, dass ein Strahlteiler vor das 
Auge des Tieres gelegt wurde. Bei der Bestimmung der schädigenden Expo- 
sition müssen daher die Transmissionseigenschaften bis zur Netzhaut berück- 
sichtigt werden, um anzugeben, wie viel Energie tatsächlich mit der Netzhaut 
interagiert. Gemäß Böttners Transmissionsmessungen [147] strahlt nur ein Teil 
des Laserlichts auf die Netzhaut, wobei die Menge der transmittierten Energie 
von der Wellenlänge abhängt. Unter der Annahme einer Primärschädigung 
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der Netzhaut wird die vor dem Primatenauge detektierte Energie um deren 
Transmissionsfaktor korrigiert. 


5.2.2 STRAHLPROFIL UND FOKUSKONTROLLE 


Durch die Verwendung einer Glasfaser mit quadratischem Kern, wird die Mo- 
dendurchmischung verstärkt angeregt und die Homogenität am distalen Ende 
erhöht. Eine Beispielaufnahme des quadratisch abgebildeten Endes an der Pro- 
benposition ist Abb. 5.5 zu entnehmen. In Abb. 5.5a ist die 2D-Ansicht ideal, 
um die quadratische Form zu erkennen. Dabei wurde die Kantenlänge durch das 
FWHM mit 319 um +3 um aufgenommen. Der Vorteil dieser Erscheinungs- 
form liegt vorallem darin, dass durch simultane Aufnahme mit der Kamera 
gewährleistet wird, dass sich die Gewebeprobe in der Abbildungsposition des 
Faserendes befindet, in der die Homogenität maximal ist. Bei Fasern mit run- 
dem Glasfaserkern ist die Unterscheidung zum gaußförmigen Profil durch die 
ohnehin kreisförmige Form erschwert. In Abb. 5.5b ist die 3D- Ansicht dar- 
gestellt, um das räumliche Profil zu veranschaulichen. Dabei sind auch kleine 
Hot Spots im Profil ersichtlich, die in dn folgenden Abschnitten erläutert wer- 
den. Im Rahmen dieser Untersuchung werden zwei quadratische Glasfasern 
verwendet, die sich lediglich in ihrer Länge (2 m und 20 m) unterscheiden und 
somit unterschiedliche Auswirkungen auf die Strahldurchmischung und den 
damit korrespondierenden Intensitätsmodulationen verursachen. 


Wie in Abschnitt 2.1.3, G1.2.5 erwähnt, ist der thermische Einschluss gege- 
ben bei rpitt << spot. Da verursacht durch die Intensitätsmodulationen keine 
homogene Intensitätsverteilung innerhalb des Spots entsteht, können einzel- 
ne Intensitätsspitzen unterschiedliche Temperaturen auf einzelnen RPE-Zellen 
verursachen. Eine Wärmediffusion wird jedoch nach Gl. (2.5) bei Pulsdauern 
von T= 1,8 ns ausgeschlossen. Hierbei ergibt sich für eine spezifische Wärme- 
diffusität von Melanin von 2,96 - 1077 m? [148] eine Diffussionsdistanz von 
rpi = 4,6- 10-7um. Fiir den gesamten Spotdurchmesser ist der thermische 
Einschluss gegeben. 
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Abbildung 5.5: Gemessenes Top Hat Strahlprofil an der jeweiligen fokussierten Probenposition 
mit einem IMF von 1,78. (a) 2D-Ansicht mit quadratischer Form des Spots. Der FWHM einer 
Kantenlänge betrug 319 um. (b) 3D-Ansicht mit Peaks, die die Intensitätsmodulationen anzeigen. 


Relative Antwort 


FOKUSKONTROLLE 


Um einen Top Hat auf den Proben zu gewährleisten, muss die Glasfaserspitze 
scharf abgebildet werden, da sonst wieder eine Gaußsche Verteilung auftritt. 
In Abb. 5.6 ist die Zunahme der Gaußschen Verteilung mit zunehmender De- 
fokussierung für Defokussierungspositionen (Df) in 100-um-Schritten relativ 
zur Fokusposition dargestellt. In grüner Farbe ist der für die Bestimmung von 
Intensitätsmodulationen notwendige asymmetrische Sigmoidalfit eingezeich- 
net. Da die biologischen Proben aufgrund ihrer natürlichen Eigenschaften und 
der Krümmung des Augapfels Unebenheiten aufweisen, werden die Proben für 
die Schädigungsexperimente möglichst gleichmäßig eingespannt. Gelegentli- 
che Restkriimmungen von mehreren hundert Mikrometern können dennoch 
nicht vermieden werden. Diese Bestrahlungsspots können anschließend nicht 
für die binäre Bewertung verwendet werden. 


INTENSITÄTSMODULATIONEN 


Für die Implementierung eines Top Hats wurde ein MM-Faseransatz ausge- 
arbeitet und realisiert, um möglichst viel Laserenergie zu erhalten und eine 
Modenmischung anzuregen, die durch einen hohen Akzeptanzwinkel der Fa- 
ser (NA = 0,39), ihre Krümmung und insbesondere ihre Länge [149, 150] be- 
einflusst werden kann. In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen bezüglich 
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Abbildung 5.6: Strahlprofilaufnahmen an Probenpositionen mit zunehmenden Defokussierungs- 
positionen. Gaußsche Verteilung mit zunehmender Verschiebungsposition. Die Pixelpositionen 
sind als willkürliche Einheiten und unabhängig voneinander zu betrachten, da die Daten auf 
dem Sensor aufgezeichnet wurden, der für die Einzelmessungen jeder Defokussierung Df bewegt 
wurde. 
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der Schädigungsschwelle bei der Verwendung zwei identischer Fasern unter- 
schiedlicher Länge (2m bzw. 20 m) untersucht. Während beide Fasern an der 
Faserspitze und in der Fokusposition ein Top Hat Profil aufweisen, unterschei- 
det sich die Größe der Schwankungen zwischen den beiden Fasern aufgrund 
des Längenunterschieds, vgl. Abb. 5.7. Es ist deutlich sichtbar, dass die Stär- 
ke der Fluktuationen bei der 20 m-Faser (siehe Abb. 5.7a) im Vergleich zur 
2 m-Faser (siehe Abb. 5.7b) viel geringer ist. 


Die für beide Fasern definierten Intensitätsmodulationen wurden für 30 Quer- 
schnitte durch das quadratisch geformte Strahlprofil in der Fokusposition be- 
stimmt. Für jeden Querschnitt wurde ein asymmetrischer sigmoidaler Fit (siehe 
grüne Linie in Abb. 5.7) durchgeführt. Anschließend wurden die Fits zur Be- 
stimmung des gemittelten IMF-Niveaus verwendet. Die aus den Strahlprofilen 
ermittelten Modulationsfaktoren hatten Werte von IMF, = 1,15 für die 20 m- 
Faser und IMF, = 1,78 für die 2 m-Faser. 


In Abb. 5.7c wurden die normalisierten Peaks zur Untersuchung der Fluk- 
tuationen (vgl. blauer Rahmen aus Abb.5.7a verwendet. Daher wurden nur 
die Daten der Pixel untersucht, bei denen die angepasste Intensität 90 % des 
Sättigungsgrades der Anpassung überschritt. 


Abbildung. 5.7d stellt die Statistik über die Modulationen mit Fluktuationen 
von bis zu max. 10% im 1,5 Interquartilbereich (IQR) dar. Die Box selbst ist 
durch die Quartile 25 % und 75 % definiert, die den Mittelwert zwischen der 
kleinsten (25 %) und der größten (75 %) Zahl (nicht das Minimum/Maximum) 
und den Median des Datensatzes angeben. Von oberhalb des oberen Quartils 
wird ein Abstand vom 1,5-fachen der IQR gemessen und ein sogenannter 
Whisker bis zum größten beobachteten Punkt aus dem Datensatz, der in diesen 
Abstand fällt, aufgezogen. Dasselbe Verfahren gilt für den unteren Whisker. 


Unter der Annahme, dass die Peaks die Schädigung verursachen, muss die 
Größe des maximalen Intensitätswerts für die EDso-Auswertung berücksich- 
tigt werden, weshalb die relative Häufigkeit des Auftretens der Modulationen 
und ihre Intensität statistisch bestimmt werden. Da in früheren Berichten nicht 
erwähnt wurde, wie mit der Erscheinungscharakteristik der Fluktuationen um- 
zugehen ist, wurde das Auftreten einzelner Intensitätsspitzenwerte, als Anzahl 
von Zählungen in Abhängigkeit vom Intensitätsniveau im gesamten Strahlfleck, 
untersucht. 
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Abbildung 5.7: Normierte Intensitätsprofile zur Probenposition und exemplarische Untersuchung 
von Fluktuationen in einem Querschnitt des Strahlprofils. Die Daten wurden an eine asymmetrische 
sigmoidale Funktion für eine Top Hat Approximation (grüne Linie) unter Berücksichtigung des 
Hintergrundrauschens gefittet. (a) IMF; = 1,15 + 0,2 (b) IMF; = 1,78 + 0,2 (c) Nahaufnahme 
des unter (a) gezeigten Intensitätsprofils in blauem Rahmen mit Schwerpunkt auf dem Plateau 
der Intensitätsverteilung. (d) Box-Whisker-Plot mit Informationen über die Ausreißer (einerseits 
maximaler Intensitätswert für die Normierung, der nur bedingt reproduzierbar auftrat und ande- 
rerseits der Messpunkt an den jeweiligen Rändern kurz vor der Sättigung), die Medianlinie, den 
Mittelwert, der mit dem Fit gut übereinstimmt. 
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Durch die Beschreibung des relativen Auftretens der Peaks oberhalb der Satti- 
gungslinie der Anpassung (grüne Farbe in Abb. 5.7) ist es möglich, die Haufig- 
keit (ausgedrückt als Prozentsatz pro Fläche) zu berechnen, mit der die Peaks 
auftreten. Diese Statistik kann somit als minimale ”Schwelle” aus Abb. 5.14b 
verwendet werden, um eine Fläche als beschädigt zu deklarieren. 


5.2.3 METHODEN ZUR DETEKTION VON 
MIKROBLASENBILDUNG 


Der Nachweis einer Mikroblasenbildung wurde im Rahmen dieser Arbeit durch 
zwei Methoden realisiert: Einerseits wurde ein Hydrophon eingesetzt, welches 
ca. 2,5mm vor dem RPE ausgerichtet war, um die im Medium generierten 
Druckwellen zu erfassen (opto-akustische Methode nach Ref. [55]). Ein wei- 
terer Ansatz zur Messung der Mikroblasenformation basiert auf der Reflex- 
signaländerung (optische Methode adaptiert nach Ref. [37]) bei zusätzlicher 
Bestrahlung der Probe. 


OPTO-AKUSTISCHE MESSUNG DER MIKROKAVITATION 


Bei der Laserexposition werden in den RPE-Proben Druckwellen durch ei- 
nerseits thermo-elastische Transienten und andererseits durch Mikroblasenbil- 
dung generiert. Diese Druckwellen wurden mit einem Hydrophon (Precision 
Acoustics, NH4000, UK) in Kombination mit einem Verstärker (Precision 
Acoustics, HA2, UK) aufgenommen und durch das Oszilloskop veranschau- 
licht und abgespeichert. Die Sensitivität des Hydrophons betrug um 1 MHz 
(Charakteristische Frequenz der Druckwellen [38,55]) ca. 14 V/MPa. 


Aus Abb. 5.8 ist zu entnehmen, dass nach Gusev et al. [151], die induzierten 
Druckwellen bei einem Spotradius von ca. 160 um als Kugelwellen angenom- 
men werden können, wenn der Mindestabstand r von ca. 2,2 mm eingehalten 
wird. Ab diesem Bereich ist von einem akustischen Fernfeld (vgl. Abb. 5.8a) 
auszugehen, wobei hier gilt, dass das Signal mit 1/r abnimmt. Die Brei- 
te des Piezokristalls bestimmt die Sensitivität, allerdings auch im gleichen 
Maß, die messbaren Frequenzen. Daher muss geprüft werden welche geo- 
metrischen Abmessungen (Breite halber Messkopf dy) des Messbereichs die 


79 


5 Experimenteller Aufbau des Schädigungsmessplatzes 


Mindestabstand Hydrophon 


[Vorliegende Arbeit] 


Abstand Detektor zur Probenoberfläche in mm 


0. 
0.0 
0.01 0.1 1 
Halbierte Spotkantenlänge in mm 
(a) 
16 ey 


14 Berechnung durch: 
Dz=z-V (z?-(d,/2)?) 

Hydro- 

phon 


RPE Az 


| 
Grenzfrequenz der vorliegenden Arbeit 


Geometrische Grenzfrequenz in MHz 


Zu untersuchender Frequenzbereich 


1000 1500 2000 2500 3000 
Abstand Detektor zur Probe in um 
(b) 
Abbildung 5.8: Qualifikation und Auswahl eines passenden Hydrophons. (a) Abstand Hydrophon 


zur Probe für Kugelwellenannahme im Fernfeld. (b) Untersuchung der geometrischen Abmessun- 
gen des Hydrophons für messbare Frequenzen (bis zur messbaren Grenzfrequenz). 
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Abbildung 5.9: Implementierung des Hydrophonmesskopfs zur maximalen Sensitivität. Zu erwar- 
tender Messbereich aus Literatur liegt bei 1 MHz. (a) Schematisch. (b) Realisierter Einbau. 


Empfangscharakteristik (Mindestabstand zwischen zwei Wellbergen Az) der 
Mikroblasen (ca. 1 MHz) zulassen (vgl. Abb. 5.8b). 


Um den geringen Abstand von 2,5mm zwischen Probe und Hydrophon zu 
erreichen ohne den Strahlengang des Lasers zu beeinflussen, wurde das Hy- 
drophon vertikal (vgl. Abb. 5.9b) ausgerichtet. Dabei wurde der Abstand nach 
dem besten Kompromiss zwischen ausreichender Signalstärke und Mindest- 
abstand für die Fernfeldannahme gewählt und justiert. Der Messkopf wurde 
vor der Probe ausgerichtet und mit einem Vorverstärker verbunden, der an den 
Verstärker gekoppelt war. Der Ausrichtungswinkel (vgl. Abb. 5.9a) war durch 
den Laserstrahl nicht bei 0° möglich, weswegen das Hydrophon angewinkelt 
werden musste. 


REFLEXBASIERTER NACHWEIS VON MIKROBLASEN 


Um das Auftreten von Mikroblasen zu erfassen, wurde das Setup um eine 
neuartige reflexbasierte Detektionsmethode (vgl. Abb.5.10a) erweitert. Hier- 
für wurde eine Laserdiode im CW-Betrieb verwendet, die die Probe neben dem 
Schädigungsexperiment zusätzlich im bestrahlten Areal beleuchtet. Die Expo- 
sitionsgrenzwerte waren hier nach der DIN EN 60825-1:2015 niedrig gehalten 
(max. 4,5mW), um keine Schädigung zu verursachen. Bei der Entstehung 
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einer Mikroblase in der RPE-Zelle, wird der zurückgestreute Anteil durch 
Änderung des Brechungsindex im Phasenwechsel (flüssig zu gasförmig) kurz- 
zeitig erhöht [37]. Dieses zurückgestreute Signal kann anschließend durch 
eine Avalanche Photodiode (APD)(Thorlabs, APD430A2(/M), Deutschland) 
detektiert werden. 


Zur Realisierung dieses Ansatzes wurden drei Pfade in das bisherige Set- 
up implementiert und über eine Y-Bundle-Glasfaser (Thorlabs, BFYSOHSO2, 
Deutschland) umgesetzt. Im Lichtquellen (LQ)-Pfad wird eine Laserdiode 
(Thorlabs, CPS635S, Deutschland) mit 635 nm Wellenlänge mithilfe zweier 
Spiegel und einer Linse in eines der Faserenden (Faserende 1) des Y-Bundles 
eingekoppelt. Der LQ-Pfad ist in den Abb.5.10 und Abb.5.11 jeweils mit 
dunkelroter Farbe gekennzeichnet. Eine konkrete Darstellung des LQ-Pfads ist 
zudem in Abb. 5.11a zu erkennen. 


Der APD-Pfad (vgl. Abb.5.11b) entspricht dem Empfangspfad des rückge- 
streuten Signals. Dabei wurde das zweite Faserende (Faserende 2) des Y- 
Bundle mittels eines Kollimators (Thorlabs, F810APC-635, Deutschland) und 
einer Linse auf die APD fokussiert. Nach der abzubildenden Linse wurde ein 
spektraler Filter (Thorlabs, FL635-10, Deutschland) angebracht, der lediglich 
das Licht der Bestrahlungsdiode transmittiert und Licht des grünen Lasers 
unterdrückt, um Schädigungen an der APD zu vermeiden. 


Der Probenpfad (vgl. Abb.5.11c) besteht aus zwei Kernfasern, die parallel 
angeordnet sind und in beiden Richtungen als optischer Pfad fungieren und als 
Bindeglied zwischen dem LQ-Pfad und dem APD-Pfad wirken. Der LQ-Pfad 
mündet am Faserende 1,2 (vgl. Abb. 5.10a) und wird über eine Linse konfokal 
auf der Probe abgebildet. Der Probenpfad wird kollinear zum Schädigungs- 
pfad über einen dichroitischen Spiegel (Thorlabs, DMSP605, Deutschland) 
integriert. Dieser lässt den Schädigungspfad fast vollständig transmittieren, 
während das rote Licht der Diode im selben Maß reflektiert wird. Durch eine 
Mikroblasenbildung und dem damit einhergehenden Phasenwechsel wird der 
Brechungsindex in der Mikroblasenlebensdauer erhöht und somit mehr Licht 
zurückgestreut. Dieses zurückgestreute Licht kann über den gleichen Weg 
wieder in das Faserende 1,2 eingekoppelt werden. Der Ausgang des zweiten 
Faserendes mündet im APD-Pfad. 


In Abb. 5.10b ist der realisierte Aufbau zu erkennen. In grüner Farbe ist der 
Pfad zur Laserschädigungsuntersuchung eingezeichnet. Der LQ-Pfad, als auch 
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Abbildung 5.10: Messaufbau mit Nachweis von reflexbasierten Mikroblasen. Der Schädigungspfad 
(grün) wird zur Ausführung von laser-induzierter Schädigung verwendet. Der Lichtquellen-Pfad 
dient zur gleichzeitigen Bestrahlung der Probe mit 635 nm. Ein erhöhtes Reflexionssignal in einer 
Mikroblasenlebensdauer ist zu erfassen. Diese Rückkopplung wird über den Probenpfad (rot-gelb) 
dargestellt. Das zweite Faserende des Y-Bundle führt zu einer APD (gelb, APD-Pfad), die die 
Veränderung aufzeichnet. (a) Schematisch. (b) Realisierung. 
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Abbildung 5.11: Komponenten zur Erweiterung der Mikroblasenmessung. (a) LQ-Pfad (rot). 
(b) APD-Pfad (gelb). (c) Probenpfad (rot und gelb). 


der APD-Pfad, sind links oben zu erkennen. Da die einzelnen Pfade nur durch 
eine Draufsicht erkennbar sind, ist aus der fotografierten Perspektive die Probe 
nicht zu erkennen, weswegen Abb.5.11c ergänzt wurde. Die ausgewerteten 
Signale der APD werden tiber ein Oszilloskop ausgelesen. 


5.2.4 INTEGRATION DES TEMPERIERSYSTEMS 


Um Temperatureinfliisse zu untersuchen, wurde das Setup um ein Tempe- 
rierreglersystem (vgl. Abb. 5.12) erweitert. Hierfür wurde ein Temperiergerät 
(Jumo, LR316, Deutschland) mit einem Messfühler, der die Temperatur an ei- 
ner Drahtspitze misst, verwendet. Im Rahmen dieser Experimente wurde zum 
Zwecke einer besseren Vergleichbarkeit mit NHP-Messungen ein Soll-Wert 
von 38°C gewählt. Durch periodisches Einschalten des Heizstabs wurde die 
Temperatur im HBSS-Bad konstant gehalten (vgl. Abb. 5.12a)). Die Abwei- 
chungen zur eingestellten Temperatur waren für die maximale Bestrahldauer 
von 800s weniger als 4%. 


In Abb.5.12b ist das implementierte HBSS-Becken im Aufbau dargestellt. 
Durch manuelle Vermischung war im gesamten Becken eine konstante Tem- 
peratur gegeben. 
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Abbildung 5.12: Temperiersystem. (a) Komponenten der Temperierung. Ein Messfühler aus Draht 
erfasst die Temperatur im HBSS-Becken, welche in der Ist-Anzeige dargestellt wird. Der Soll-Wert 
löst bei Abweichungen zum Ist-Wert den rampenartigen Heizvorgang im Heizstab aus. (b) Probe 
im temperierten HBSS-Becken. 


5.3 SCHÄDIGUNGSMESSUNG AN RPE-EXPLANTS 


In diesem Kapitel soll das in Abschnitt 5.2.1 vorgestellte optische Setup ver- 
wendet werden, um an Explants Laserschädigungsmessungen durchzuführen. 
Die Herangehensweise und die methodischen als auch analytischen Schritte 
zur Auswertung werden in diesem Kapitel vorgestellt. 


5.3.1 VORGEHENSWEISE 


Die präparierten RPE-Proben wurden in Klemmkonstruktionen gehalten, um 
die Proben zu fixieren und abzuflachen. Die Halter mit den Proben wurden 
anschließend in den optischen Aufbau gesetzt und für die Bestrahlung ausge- 
richtet. Zu diesem Zweck wurden zunächst eine vertikale und eine horizontale 
Linie zur Orientierung mit dem Nd:YAG Laser bei ca. 70 uJ Einzelpulsener- 
gie erzeugt. In äquidistanten Abständen von jeweils 500 um wurden einzelne 
Laserbelichtungen auf der Probe erzeugt. Jeweils eine Messreihe wurde mit 
einer konstanten Energiedosis bestrahlt und über das Energiemessgerät auf- 
gezeichnet. Weitere Messreihen wurden in ihrer Energiedosis variiert. Dieses 
Verfahren wurde für alle Proben mit identischen Energiedosen wiederholt, um 
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Abbildung 5.13: Schema und Durchführung des Bestrahlungsprozesses an einer Probe: Nach 
der Erzeugung der Orientierungslinien werden Messreihen (R1 bis R4) auf der Probe erzeugt. 
Die Bestrahlungen in einer Messreihe werden mit konstanter Energie der Pulse erzeugt. Auf der 
RPE-Probe sind die Orientierungslinien meist mit dem bloßen Auge sichtbar. 


die Reproduzierbarkeit der nachweisbaren Schädigungsschwellen zu bestätigen 
und die biologische inter- und intraindividuelle Variabilität zu berücksichtigen. 


Dabei wurden die Energiedosen zwischen den Messreihen alternierend in ih- 
rer Stärke appliziert, um mögliche Defokussierungen zu berücksichtigen. Das 
bedeutet, dass nur Spots mit quadratischer Form auf der Probe gewertet wur- 
den. Da auch keine Schädigung erkennbar ist, wenn das bestrahlte Areal nicht 
im Fokus ist, wurde die Stelle nur mit ”kein Schaden” gewertet, wenn die 
benachbarten bestrahlten Areale die quadratische Form aufwiesen. 


5.3.2 SCHADENSDEKLARIERUNG 


Ex vivo Netzhautschäden können mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewie- 
sen werden (siehe Abb. 5.14a). Lebensfähige Zellen erscheinen aufgrund der 
Anregung von Calcein (vgl. Kap. 5.1.4), das nur durch aktive Enzyme umge- 
wandelt werden kann, hellgrün, während Zellen mit zerstörter Zellmembran 
dunkel erscheinen. Da faserbasierte Top Hat Messungen Intensitätsmodulatio- 
nen enthalten, ist es schwierig, einen räumlich zusammenhängenden geschä- 
digten Bereich zu definieren. Neumann [38] zeigte daher in seiner Arbeit, dass 
die Anzahl der geschädigten Zellen mit der applizierten Bestrahlung zunahm. 
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Abbildung 5.14: Bewertung von lebenden und geschädigten Zellen. (a) Vitale Zellen erscheinen 
durch Anregung des Calcein hellgrün. (b) Konvertiert in binäre Daten. Der blaue Rahmen zeigt 
den bestrahlten Bereich an. 


Da diese zufälligen Schwankungen das Strahlprofil beeinflussen, wurde der 
prozentuale Anteil der geschädigten Fläche an der bestrahlten Fläche mit Hilfe 
von Bildverarbeitungswerkzeugen wie z.B. Origin in binäre Daten konvertiert 
(siehe Abb. 5.14b). Zur besseren Vergleichbarkeit mit verfügbaren Daten wur- 
de zusätzlich die aus der Literatur [38, 152] bekannte Bewertungsmethode der 
"mindestens 3 verbundene Zellen” verwendet. Der bestrahlte Spot wurde als 
geschädigt bewertet sobald eines der beiden Kriterien erfüllt war. 


5.3.3 AUSWERTUNG ÜBER PROBIT-ANALYSE 


In retinalen Untersuchungen zur Schädigungsschwelle wird üblicherweise ei- 
ne Dosis-Antwort-Kurve basierend auf den experimentellen Daten erstellt, um 
einerseits eine effektive Dosis zu bestimmen, bei der eine Einwirkung (Einzel- 
pulsenergie) eine binäre Antwort (Kein Schaden/Schaden) erzeugt. Dabei wird 
in diesem Probitplot sehr häufig auf den Wendepunkt dieser mathematischen 
Funktion verwiesen, der die 50%-Wahrscheinlichkeit angibt, eine Antwort zu 
erzeugen. Dieser Wert wird demnach als Schwellwert bezeichnet und nicht 
als Grenzwert, da aufgrund systematischer Unsicherheiten und biologischer 
Variabilität auch Schädigungen unterhalb des EDso detektiert wurden. Die 
Steigung der Dosis-Antwort-Kurve wird für gewöhnlich herangezogen, um 
neben biologischer Variabilität auch die experimentellen Unsicherheiten bei 
der Durchführung der Experimente zu bewerten. Die Techniken der Probit- 
Analyse stammen aus der Toxikologie und bestimmt naturgemäße Annahmen 
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5 Experimenteller Aufbau des Schädigungsmessplatzes 
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Abbildung 5.15: Beispiel zweier Dosis-Antwort-Kurven mit einer logarithmischen Normal- 
Verteilung mit identischem Erwartungswert u = 1 und einer niedrigen Standardabweichung 0,2 
(rot, hohe Slope) und einer hohen Standardabweichungen 0,4 (blau, niedrige Slope). EDsg = 10" = 
10uJ und EDg4/EDs9 = EDsu/EDj« = 10°. Die grauen Linien kennzeichnen den 16%igen Pegel 
(u - 0), den 50%igen Pegel (u) und den 84%igen Pegel (u +0). 


in Bezug auf die erwartete Verteilung der toxikologischen Schwellenwertda- 
ten, bei denen jede Exposition als unabhängig angenommen wird [125]. Diese 
Technik wurde auf Lasersicherheitsstudien [126] übertragen. 


Der von Finney [125] abgeleitete Auswertungsalgorithmus zur Bestimmung 
der effektiven Dosis EDso basiert auf einer logarithmischen Dosis- Wahr- 
scheinlichkeitsverteilung f(x) nach Gl. (5.1). Die Normalverteilung mit dem 
Erwartungswert u und der Standardabweichung o hat die Form einer symme- 
trischen Glockenkurve für die akzeptablen Dosiswerte x. 


fl) = os [3 (er (5.1) 


Das Verhältnis EDg4 zu EDso (= Slope) b der Probit-Anpassung als Kehrwert 
der Standardabweichung o wird üblicherweise als Schwellenwertmerkmal ver- 
wendet. Da eine Stufenfunktion bei der Schwellenwertbestimmung wiinschens- 
wert ist, aber nicht durch biologische inter- und intraindividuelle Variabilitat 
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erreicht werden kann, wird der EDs59 mit den 95 % Konfidenzgrenzen ange- 
geben. Zur vereinfachten Darstellung sind diese Kurven nicht in Abb. 5.15 
aufgetragen. Stattdessen wurde der Bereich farblich markiert, der im | - o- 
Intervall liegt, um die Messunsicherheit bezüglich der Schädigungsschwelle 
vereinfacht darzustellen. Der häufig verwendete Standard für die Analyse der 
Daten ist das Software-Tool ProbitFit [127], welches auf der statistischen Ver- 
teilungsfunktion basiert. Die Steigung kann durch eine hohe Anzahl von Stich- 
proben, durch möglichst geringe Überlappung der Schadensschwellen durch 
Vorauswahl (völlig unbeschädigte und undurchsichtige Stichproben) und durch 
kleine Energieintervalle um den EDs, erhöht werden. 


In vivo Messungen erlauben aus Tierschutzgründen keine hohe Anzahl von 
Expositionen, weshalb das Thema Unsicherheit vs. Variabilität ex vivo un- 
tersucht werden sollte. Für die Beurteilung der Reproduzierbarkeit sowie der 
Genauigkeit der Schwellenwerte eignen sich daher Explants besonders. 


ZUSAMMENFASSUNG DES KAPITELS 


e Es wurden Schweine-Explants als retinale Gewebeproben aufgrund verein- 
fachter dosimetrischer Kontrolle verwendet. Die Auswertung wurde durch 
Vitalitätsassays realisiert. 


e Die Entwicklung eines Messplatzes (532 nm, Top Hat, 319 um Kantenlän- 
ge) und eines Verfahren zur Bestimmung von laser-induzierter Schädigung 
wurden vorgestellt. 


e Untersuchungen von bislang unerforschten Pulsfolgen (bis N = 20.000) für 
räumliche Strahlprofile unterschiedlicher Gleichförmigkeitsniveaus, Tem- 
peraturbedingungen und Befeuchtungsgraden wurden durchgeführt. 


e Das Setup wurde um eine reflexbasierte und akustische Messung von Mi- 
krokavitation erweitert. 


e Die Vorgehensweise und Vorstellung einer erweiterten Schadensdetekti- 
onsmethode wurde etabliert. 


e Die Schädigungsschwellen wurden über die Probit-Analyse ausgewertet. 
Die Methoden für eine hohe Qualität der Messungen wurden ausgearbeitet. 
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6 LASER-INDUZIERTE 
SCHADIGUNGSSCHWELLEN 


In diesem Kapitel werden die laser-induzierten Schädigungsschwellen von Ein- 
zelpulsen und Multipulsen vorgestellt. Für die Bestimmung der Schwellwerte 
wurde der Messplatz aus Kap.5 in Betrieb genommen und die in Kap. 5.3 
erläuterte Vorgehensweise angewandt. Dabei wird untersucht, wie sich Inten- 
sitätsmodulationen im Top Hat Strahlprofil und die räumliche Ausrichtung 
der Proben auf die Schädigungsschwellen bei Einzelpulsen ausgewirkt ha- 
ben. Zudem wird die Wirksamkeit der beiden verwendeten Fluoreszenzmittel 
evaluiert. 


Des Weiteren wurden die ex vivo retinalen Schädigungsschwellen von meh- 
reren Pulsfolgen bestimmt. Dabei wurden Pulszüge bis N = 20 000 untersucht, 
da bislang keine veröffentlichten Forschungsarbeiten bis zu diesen Pulsanzah- 
len verfügbar sind. Zusätzlich wurden Messreihen unterschiedlicher Befeuch- 
tungsgrade durchgeführt, da oxidativer Stress sich vor allem bei Explants stark 
ausprägen kann. Außerdem wurde eine Messung in einer HBSS-Umgebung 
von 38°C durchgeführt, um die Körpertemperatur nachzubilden. Zusätzlich 
werden die Möglichkeiten zur parallelen Messung von potenziell auftretenden 
Mikroblasen bewertet. Abschließend werden die Ergebnisse zur Simulation 
des thermischen Modells vorgestellt und mit den Schädigungsschwellen dieser 
Studie verglichen. 


6.1 EX VIVO RETINALE SCHÄDIGUNGEN DURCH 
EINZELPULSE 


In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Schädigungsschwellen durch Ein- 
zelbelichtungen vorgestellt. Es wurden Messreihen für verschiedene Fluktua- 
tionen im Strahlprofil (vgl. Abb. 5.7) durchgeführt um deren Auswirkungen auf 
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die Schädigungsschwelle zu untersuchen und die Vorgehensweise der Detekti- 
onsmethode zu bewerten. Die Intensitätsmodulationen wirken sich maßgeblich 
auf die bestimmten EDs59 aus, sowie auf die Bestrahlung angefeuchteter Proben 
als auch auf die Untersuchung vollständig getauchter Proben. Weiterhin wer- 
den Auffälligkeiten der Fluoreszenzbilder bezüglich der Probenausrichtung im 
Raum und den verwendeten Farbstoffen vorgestellt. 


6.1.1 AUSWIRKUNG VON INTENSITÄTSMODULATIONEN 


Aus Kap. 1.2.3, Abb. 1.4 geht hervor, dass die Schädigungsschwellen bei Ein- 
zelpulsen teilweise um einen Faktor von 3 bei ex vivo Messungen auseinan- 
derliegen. Eine Begründung dafür liegt in den Intensitätsmodulationen und 
deren Berücksichtigung bei der Bestimmung der schädigenden Exposition. 
Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Top Hat Strahlprofi- 
le untersucht, die sich lediglich hinsichtlich des IMF unterschieden haben. Die 
daraus resultierenden Schädigungsschwellen können einen Erklärungsansatz 
für die Inkongruenz bestehender Daten aus anderen veröffentlichten Studi- 
en darstellen. Die detaillierte Evaluierung der Strahlprofile ist Kap. 5.2.2 zu 
entnehmen. 


Aus Tab. 6.1 wird ersichtlich, dass die Intensitätsmodulationen einen erhebli- 
chen Einfluss auf die Schädigungsschwelle haben. Die vermessenen Intensi- 
tätsmodulationen waren bei beiden Faserlängen vergleichbar hinsichtlich ihrer 
Größe im Strahlprofil (FWHM < 4 um). Da die Modulationen in der kürzeren 


Tabelle 6.1: EDso gemessen für die Exposition mit einem 319 um quadratischen Top Hat Strahlpro- 
fil von 1,8-ns-Pulslänge bei A=532 nm auf Schweine-RPE für zwei unterschiedliche Faserlängen 
(2 m und 20 m) und daraus resultierenden Modulationen. Die 95 % Konfidenzintervalle des EDs 
konnten für diese Experimente nicht bestimmt werden, da die Überschneidung zu gering war. 
Intensitätsmodulationen wurden durch Multiplikation des EDs9 mit dem IMF zur Berechnung 
der Exposition berücksichtigt. Die Proben wurden für die Bestrahlungsexperimente nur leicht mit 
HBSS befeuchtet. Die Slope wurde nach der Army Slope [127] berechnet und entspricht dem 
Verhältnis von EDg4 zu EDso. 


Faserlinge IMF EDso Slope #Auge/Expositionen Exposition H IMF-korrigierte H 
m - uJ - - mJ/cm? 

20 1,15 +0,2 32,47 (—) 1,01 7/218 31,9 +0,32 36,69 +4,80 

2 1,78 +0,2 43,16(-) 1,01 5/128 42,4 +0,42 75,50 +8,52 
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Abbildung 6.1: Dosis-Antwort-Kurven mit einer logarithmischen Normalverteilung. Die Wende- 
punkte der Dosis-Antwort-Kurven entsprechen dem jeweiligen EDsg und sind gekennzeichnet. 
(blau) Für den IMF; = 1, 15, ergibt sich ein Erwartungswert von u; = 1,53 und eine Standardab- 
weichung 6; = 0,029. (grün) Für den IMF? = 1, 78 wurden ein Erwartungswert von w = 1,71 und 
eine Standardabweichung von 02 = 0,053 berechnet. 


Faser jedoch deutlich ausgeprägter waren und das Strahlprofil in Folge dessen 
inhomogener, schädigten lediglich die vereinzelt auftretenden Peaks die Schä- 
digung auf dem RPE-Gewebe. Die aus der Literatur angewandte Methode der 
”3-Zellen-im-Verbund”-Bedingung konnte daher trotz Schädigung durch die 
Peaks in einigen Fällen nicht erfüllt werden, weswegen sich bei dieser Faser- 
länge ein höherer EDso (Faktor 1,3) ergeben hat. Die vorherige Untersuchung 
des Strahlprofils nach relativem Auftreten der Intensitätsspitzen im gesamten 
bestrahlten Areal war nicht zielführend. Die Untersuchung zeigte, dass die 
Anzahl an Peaks höher war als die Anzahl tatsächlich geschädigter Zellen. 
Das ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass die Größe der RPE-Zellen (bis 
zu 12 um) nicht mit der Größe der Peaks (FWHM < 4 um) gleichzusetzen ist. 
Drei verbundene Zellen als geschädigt zu erkennen ist lediglich möglich, wenn 
ein solcher Peak auf drei angrenzenden Zellmembranen auftritt und alle drei 
beschädigt wurden. 


Die Qualität der Messungen lässt sich wie in Kap. 5.3.3 beschrieben, durch 
die Probit-Analyse bewerten. Die resultierende Dosis-Antwort-Kurve der 
beiden Messungen (vgl. Abb. 6.1) zeigen einen ersichtlichen Übergang, der 
von "keine Schädigung” (vgl. Wahrscheinlichkeit=0) zur ”Schädigung” (vgl. 
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Wahrscheinlichkeit=1) führt. Diese Kurven sind in blau für die lange Faser 
(20 m) und in grün für die kurze Faser (2 m) in Abb. 6.1 dargestellt. 


6.1.2 RÄUMLICHE AUSRICHTUNG DER PROBEN 


Bei der - für die Implementierung eines Hydrophons notwendigen vertikalen 
Ausrichtung der Proben - wurde ein Schliereneffekt (vgl. Abb. 6.2) in Richtung 
der Gewichtskraft beobachtet. Das bedeutet, dass im Fluoreszenzbild Streifen 
mit geschädigten Zellen in x- bzw. y-Richtung erkennbar waren. Das Muster 
der Schlieren war dabei nach jeder Exposition willkürlich und wies keine 
reproduzierbaren Merkmale auf. 


Die Ursache dieses Effekts konnte nicht geklärt werden. Aus diesem Grund 
wurden lediglich die Experimente bei denen die Proben horizontal ausgerich- 
tet waren, gewertet. Bei anderen veröffentlichten Studien [29, 32,55] wurden 
die Experimente bei vertikaler Ausrichtung durchgeführt ohne Angaben zum 
Auftreten von Schliereneffekten. 


6.1.3 WIRKSAMKEIT DER FLUORESZENZMITTEL 


Bei Anregung des Calceins waren die Zellstrukturen in den Fluoreszenz- 
bildern deutlich erkennbar. Eine Schwierigkeit bei der Verwendung von 
Calcein-AM war die Unterscheidung zwischen Schattenauswürfen durch die 
mikroskopische Aufnahme, mangelhaften Bindungsprozessen und tatsächlich 


100 um 
+ 


Abbildung 6.2: Fluoreszenzaufnahme der RPE-Probe mit drei bestrahlten Arealen mit nach rechts 
abnehmenden Einzelpulsenergien. Die geschädigten RPE-Zellen sind vertikal in Richtung der 
Gewichtskraft geschädigt und erscheinen verbunden. Dieser Effekt wurde bei den Einzel- als auch 
den Multipulsen bei vertikaler Ausrichtung bemerkt. 
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(1) Vital, unbeschädigte 
Zell- membran, unbestrahlt, 
leuchtend durch Calcein. / 


(2) Vital, unbeschädigte Zell- 
membran, bestrahlt, leuchtend 
durch Calcein. X 


(4) Nicht-vital, unbeschädigte 
Zellmembran, bestrahlt, nicht 
leuchtend durch Calcein V , PI X 


(3) Nicht-vital, beschädigte, 
Zellmembran, bestrahlt, 
leuchtend durch PI. / 


(5) Nicht-vital, beschädigte Zell- 
membran, unbestrahlt, leuchtend 
durch PI. X 


100 um 
— 


Abbildung 6.3: Fluoreszenzaufnahme des RPE mit beiden wirksamen Fluoreszenzmitteln. 


beschädigten Zellen. Es wurde daher bei Unsicherheiten bei der Auswertung 
mit Calcein zusätzlich PI eingesetzt. Die Auswertung des durch PI angeregten 
Fluoreszenzbilds war jedoch problematisch, da die Anheftung des Fluoreszenz- 
farbstoffes an den Kern der gestörten Zellen begrenzt und von Probe zu Probe 
unterschiedlich stark ausgeprägt war. Gründe dafür könnten die individuellen 
Inkubationszeiten und die Konzentration der Lösung des PI gewesen sein. Auf- 
grund der begrenzten Lebenszeit der Explants konnten die Proben maximal 
30 min mit den Fluoreszenzfarbstoffen inkubiert werden. Untersuchungen mit 
beiden Fluoreszenzfarbstoffen haben sich als zeitaufwendig erwiesen, da es 
sich nicht um eine planare Schicht der Probe handelt und daher der Fokus für 
jede bestrahlte Messreihe im Zack-Modus! für die jeweilige Anregungswel- 
lenlänge nachjustiert werden musste. Gleichzeitig muss jedoch darauf geachtet 
werden, dass die Probe durch die lange Anregung nicht ausbleicht. Aus diesem 
Grund wurde die Auswertung durch PI nur angewandt, sofern Unsicherheiten 
bezüglich der Aufnahme durch Calcein entstanden. 


In Abb. 6.3 ist eine beispielhafte Fluoreszenzaufnahme mit beiden angeregten 
Farbstoffen dargestellt. Grün leuchtende Zellen wurden durch Calcein als vita- 
le Zellen deklariert, wohingegen rot leuchtende Zellkerne auf eine beschädigte 
Zellmembran hinweisen. In Abb. 6.3 sind bestrahlte (2,3,4) und unbestrahlte 
(1,5) Areale gekennzeichnet, die entweder grün durch Calcein (1,2), rot durch 
PI (3,5) oder weder noch (4) fluoreszieren. Daraus ergibt sich aus dem Fluores- 
zenzbild, beispielsweise für die Auswertung des Calceins richtig positive (1), 
richtig negative (4), falsch positive (2) als auch falsch negative (5) Ergebnisse. 


! Tiefenscharfes Bild aus mehreren einzelnen Aufnahmen unterschiedlicher Fokusebenen. 
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6.2 LASER-INDUZIERTE SCHÄDIGUNGSSCHWELLEN 
VON PULSFOLGEN 


Für die Untersuchung der Pulsfolgen wurde aufgrund der Ergebnisse aus 
Kap. 6.1.1 beschlossen, weitere Experimente mit der längeren Faser durch- 
zuführen um Fluktuationen im Profil so gering wie möglich zu halten. Im Ex- 
periment wurden die Proben mit Pulsfolgen von N = 1 - 20 000 bestrahlt, um die 
Schädigungsschwelle in Bezug auf den EDso zu bestimmen. Die Pulsfrequenz 
wurde zur Vermeidung einer Hintergrunderwärmung für jedes Experiment auf 
25Hz festgelegt. Darauf aufbauend wurden verschiedene Befeuchtungsgra- 
de (Benetzung und völlig getaucht) und Umgebungstemperaturen (21 °C und 
38°C) untersucht. 


Um die 1,96-o-—Unsicherheiten zu quantifizieren, wurden die 95% Konfi- 
denzintervalle (1.96 - o-Intervall) in Klammern in Tab. 6.2 dargestellt. Zur 
Bestimmung der Unsicherheit im 1 - o-Intervall, wurden die ins Gewicht fal- 
lenden Größen des EDs9, Durchmesser und IMF mittels Fehlerfortpflanzung 
untersucht. Die 1 -o—Unsicherheit des EDs9 kann durch die Slope angegeben 
werden. Die Slope b des ProbitFit und die Standardabweichung o der loga- 
rithmisch normalen Dosis-Antwort-Wahrscheinlichkeitsverteilung sind durch 
b= !/o [125, 127] miteinander verbunden. Der Durchmesser wurde mit einer 
Messunsicherheit von 319 + 3 um bestimmt. Der IMF wurde mit einem Wert 
von 1,15 + 0,2 bestimmt. Diese Größen wurden zur Berechnung der Exposition 
in Tab. 6.1 - Tab. 6.3 verwendet. 


6.2.1 EINFLUSS DES BEFEUCHTUNGSGRADS 


In dieser Versuchsreihe werden die Proben zwei unterschiedlichen Befeuch- 
tungsgraden ausgesetzt sein: 


1. Befeuchtet: Zur Untersuchung des oxidativen Stresses, wurden die Pro- 
ben in einer Versuchsreihe nur mittels einer Pipette mit Tropfen benetzt. 
Die eingespannte Probe war bis zur Expositionsflache in Medium ge- 
taucht. Die bestrahlte Flache wurde mit HBSS befeuchtet. 
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2. Vollständig getaucht: Untersuchungen aus der Literatur geben an, dass 
die Proben vollständig getaucht sind, um oxidativen Stress zu mindern 
und um die Probe zu kühlen. 


Die für die Explants erhaltenen Schwellenwerte sind in Tab. 6.2 aufgelistet. 
Der EDso wird als Energie pro Einzelpuls ausgedrückt. Die Tabelle enthält 
95% Konfidenzgrenzen für die EDso, die Slope b des ProbitFit, die Anzahl 
der untersuchten Tiere, die Anzahl der Gesamtexpositionen sowie die vom 
IMF-korrigierten Expositionen. 


Befeuchtete Proben Aus den Ergebnissen (vgl. Abb. 6.4) geht hervor, dass 
die schadens-induzierte Einzelpulsenergie einer Pulsfolge mit zunehmender 
Anzahl der Pulse abnimmt. Da durch eine niedrige Slope eine Stufenfunktion 
approximiert wird, kann der Übergang zur Schädigung in dieser Versuchsreihe 
deutlich erkenntlich gemacht werden. Die höchste Slope wurde bei N = 20 000 
berechnet und ist auf die hohe Anzahl der Augen verschiedener Individuen 
zurückzuführen. Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass in dieser Versuchsreihe 
die biologische interindividuelle Variabilität besonders hoch war. Selbst ein 


Tabelle 6.2: EDs gemessen für die Exposition mit einem 319m quadratischem Top 
Hat von 1,8-ns-Pulsen bei A=532nm für verschiedene Pulsfolgen mit HBSS-Benetzung. 
95% Konfidenzintervalle auf dem EDso sind in Klammern angegeben. Ein ’—’ zeigt an, dass 
aus den Messdaten zu wenig Überlappungen erfasst wurden, um Konfidenzintervalle zu erhalten. 
Der IMF lag bei ca. 1,15 + 0,2. F = Befeuchtet. T = Getaucht. 


Art_ Pulsfolge EDso Slope #Augen/Proben/Schuss H IMF-korrigierte H 
e = uJ Ly er Mm? Mm? 

F 32,47 (26,95 - 35,4) ‚01 71-1218 31,91 + 0,32 36,69 + 4,80 
F 0 26,19 (24,45 - 27,63) 1,07 5/-/148 25,74 + 1,80 29,59 + 4,38 
F 00 24,78 (—) 01 3/-/99 24,35 + 0,24 28,00 + 3,66 
F 000 20,32 (-) 07 3/-/67 19,97 + 1,40 22,96 + 3,39 
F 6 000 16,45 (—) ‚01 7/-/104 16,17 + 0,16 18,59 + 2,43 
F 0.000 12,48 (-) ‚0171-136 12,26 + 0,12 14,1 + 1,85 
F 20 000 7,56 (-) ‚16 12/-/41 7,43 +1,19 8,54 + 1,76 
T 31,16 (30,48 -31,96) 1,09 13/8/510 30,6+2,76 35,2+4,41 
T 0 21,20 (-) 01 3/3/106 20,8+0,21 23,9 +2,09 
T 00 19,37 (-) 01 4/4/76 19,0#0,19 27,9+1,92 
T 000 17,37 (15,93 - 18,40) 1,1 6/6/109 17,141,71 21,9+2,6 

T 0.000 13,17 (11,61 - 14,58) 1,14 6/13/31 12,941,81 14,9+2,45 
T 20 000 11,56 (-) ‚01 15/11/27 11,4+0,11 13,1 1,14 
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10 -|—®3— Gemessener ED,,, befeuchtet, 21°C 
| —E— Gemessener ED,,, HBSS, 21°C Y ] 
5 E E EE BEER BR 
10° 10! 10° 10° 10° 
Pulsanzahl 


Abbildung 6.4: Untersuchung der experimentell bestimmten EDso-Werte für verschiedene Be- 
feuchtungsgrade. Abnahme der Einzelpulsdosis einer Pulsfolge mit zunehmender Pulsanzahl für 
befeuchtete Proben (graue gekreuzte Quadrate) und vollständig getauchte Proben (schwarze Qua- 
drate). Im Bereich ab N > 10 000 halbiert sich die für eine Schädigung notwendige Energie nahezu. 
Konfidenzintervalle sind mit Balken angegeben. 


Slope-Wert von 1,16 ist niedriger als die meisten aus der Literatur veröffent- 
lichten Werte (ex vivo: bis 1,3. In vivo: bis 10). 


Bei Pulszahlen über N=100 war die Überlappung zwischen ”Schädigung” 
und keiner ”Schädigung” zu gering, so dass keine Konfidenzbereiche definiert 
werden konnten (vgl. Abb. 6.4), vor allem da die Anzahl der nutzbaren Expo- 
sitionen für diese Pulsfolgen insgesamt gering war, weil die Lebensdauer der 
Explants aufgrund physiologischer und metabolischer Prozesse begrenzt war. 
Zusätzlich wurden die berechneten Expositionen aus Tab. 6.2 mit dem IMF 
korrigiert, wobei davon ausgegangen wurde, dass die Spitzen in diesem Pro- 
fil Schäden an der Probe verursachten. Wie aus früheren Forschungsarbeiten 
berichtet (siehe Abb. 1.5), nimmt die Schädigungsschwelle der Pulsfolgen für 
den einzelnen Puls ab, was auf eine Sensibilisierung im Gewebe hindeutet. 
Es ist hervorzuheben, dass die notwendige Einzelpulsenergie der Pulsfolge für 
hohe Pulsanzahlen nahezu halbiert wird. 
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Vollständig getauchte Proben Die Ergebnisse aus Abb. 6.4 zeigen, dass 
die schädigungsauslösende Energie eines einzelnen Pulses einer Pulsfolge mit 
zunehmender Anzahl von Pulsen abnimmt. Die Slope b war in dieser Studie 
nie höher als 1,14, was auf einen deutlichen Übergang für die Schädigungs- 
definition hinweist. Es ist außerdem hervorzuheben, dass trotz hoher Anzahl 
an Individuen und verwendeten Proben, die bestimmte Slope sehr gering ist. 
Das bedeutet, dass die biologische interindividuelle Variabilität in dieser Stu- 
die nicht maßgeblich für die Berechnung der Unsicherheit ist. Bei Pulsfol- 
gen zwischen N = 10, N = 100 und N =20 000 war die Überlappung zwischen 
”Schädigung” und ”keiner Schädigung” zu gering, so dass keine Konfidenzbe- 
reiche definiert werden konnten. 


In Abb. 6.5 sind zudem die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen der Ergeb- 
nisse für die befeuchteten Proben (siehe Abb. 6.5a) und für die für die ge- 
tauchten Proben (siehe Abb. 6.5b) ohne IMF-Korrektur (gestrichelt) und mit 
IMF-Korrektur (durchgezogene) dargestellt. Die Dichtefunktionen waren da- 
bei immer breiter bei der Berücksichtigung des IMF, da dieser ebenfalls mit 
einer Messunsicherheit von 0,2 (vgl. Abb. 5.7) behaftet war. Da der IMF eine 
Erhöhung der Exposition verursacht, wurde die totale Exposition nach Korrek- 
tur erhöht bzw. im Schaubild nach rechts verschoben. 


6.2.2 MESSUNG BEI KÖRPERTEMPERATUR 


Da eine erhöhte Umgebungstemperatur die Bedingungen für thermo-kinetische 
Prozesse (vgl. Kap.2.1.5) begünstigt, wurde die Versuchsreihe um Experi- 
mente bei 38°C im HBSS-Bad erweitert. Die Ergebnisse sollen einerseits 
ein besseres Verständnis über die Initialbedingungen für Mikroblasenbildung 
(vgl. Kap. 3.2) verschaffen und andererseits eine Veränderung der metaboli- 
schen Aktivitäten hervorheben. Ein erhöhter Stoffwechsel könnte ein Indiz auf 
photo-chemische Wirkweisen sein. 


Die Experimente haben gezeigt, dass sich ein Nährmedium nicht für die Ver- 
suchsreihen mit vollständiger Befeuchtung eignet, da bei den Temperaturexpe- 
rimenten die Ausbildung von Bakterien nicht ohne Antibiotika zu verhindern 
war. Die Nicht-Behandlung der entwickelten Bakterien erzeugte eine Trübung 
des Mediums was wiederum zur starken Streuung des Laserstrahls im Medium 
und auf der Probe führte. Weiterhin ist unklar, ob das Auftreten von Bakterien 
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Abbildung 6.5: Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen fiir die untersuchten Pulsfolgen. Durchgezo- 
gene Linien entsprechen der IMF-korrigierten Exposition und sind in der Legende mit * gekenn- 
zeichnet. Gestrichelte Dichtefunktionen wurden nicht adaptiert. (a) Befeuchtet. (b) Vollständig 
getaucht. 
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in den Medien die Schädigungsschwelle beeinflusst, weshalb keine weiteren 
Experimente mit Nährböden durchgeführt wurden. 


Die Schädigungsschwellen aus der vorgestellten Versuchsreihe sind in Tab. 6.3 
aufgelistet. Da der Schwerpunkt auf Mehrfachpulsung lag, wurde auf die Ver- 
suchsreihe von N=10 verzichtet und stattdessen Messungen für N =6000 
durchgeführt. Die Ergebnisse zeigen, dass auch in diesem Fall, die Schädi- 
gungsschwellen mit zunehmender Pulsfolge gesunken sind. Die ED59-Werte 
sind vergleichbar mit den Ergebnissen zur Untersuchung im 21 °C-Becken. In 
diesem Experiment war die zu ermittelnde Slope bis auf die Untersuchung von 
N = 1 000 und N = 20 000 sehr niedrig. Da in diesen beiden Versuchsreihen nur 
jeweils drei Augen dreier Individuen untersucht wurden, jedoch die Proben- 
anzahl sehr hoch war, ist das ein Hinweis auf eine hohe biologisch bedingte 
interindividuelle Variabilität. 


In Abb. 6.6 ist die Auswertung der Ergebnisse aus Tab. 6.3 dargestellt. Dabei 
ist die Abnahme der Einzelpulsenergie in Abb. 6.6a mit zunehmender Pulsan- 
zahl angegeben. In dieser Messung war die Überschneidung zwischen ”keiner 
Schädigung” zur ”Schädigung” zu gering, weshalb keine Konfidenzbereiche 
für den EDso-Bereich bestimmt werden konnten. In Abb. 6.6b sind die Dich- 
tefunktionen erneut aufgetragen. Aus dieser Auswertung geht hervor, dass die 
Messunsicherheiten in dieser Versuchsreihe besonders gering waren im Ver- 
gleich zu den 21 °C- Messungen. 


Tabelle 6.3: ED5ọ gemessen für die Exposition bei einer 319 um quadratischen Top Hat mit 1,8-ns- 
dauernden Pulsen bei A=532 nm im 38 °C-HBSS-Bad. 95% Konfidenzintervalle auf dem EDso 
sind in Klammern angegeben. Ein ’—’ zeigt an, dass die Daten nicht ausreichen, um Konfidenzin- 
tervalle zu erhalten. Die Slope wird durch das Verhältnis von EDg4 zu EDso definiert. Der IMF 
betrug 1,15 + 0,2. 


Pulsfolge EDso Slope #Augen/Proben/Expositionen Exposition H IMF-korrigierte H 
u wd i p Mom? mM fom? 

1 32,91(-) 1,01 5/10/132 32,34+0,32 37,19 +4,87 

100 20,75(-) 1,01 2/7/155 20,39+0,20 23,45 +3,07 

1 000 17,17(-) 1,09  3/5/132 16,87 + 1,52 19,40 + 3,08 

6 000 14(-) 1,01 8/15/68 13,75+0,14 15,82 + 2,07 

10 000 13,82 (-) 1,01 4/8/20 13,58 +0,14 15,62 +2,04 

20 000 12,79 (-) 1,09 3/9/18 12,57+1,49 14,45 + 2,54 
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Abbildung 6.6: Untersuchung der experimentell bestimmten EDso-Werte im 38°C-HBSS- 
Bad. (a) Schädigungsschwellen der Mehrfachpulsbestrahlung mit Spotkantenlänge d=319 um 
und Pulsdauer von t=1,8ns mit PRF=25Hz. Eine Abnahme der individuellen Puls- 
energie einer Pulsfolge kann mit zunehmender Anzahl der Pulse beobachtet werden. 
(b) Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen für die untersuchten Pulsfolgen. Durchgezogene Lini- 
en entsprechen der IMF-korrigierten Exposition und sind in der Legende mit * gekennzeichnet. 
Gestrichelte Dichtefunktionen wurden nicht adaptiert. 


102 


6.2 Laser-induzierte Schädigungsschwellen von Pulsfolgen 


6.2.3 ERZEUGTE DATENBASIS 


In Abb. 6.7 sind alle Schädigungsschwellen für die unterschiedlichen Befeuch- 
tungsgrade bzw. Temperaturen dargestellt. Aus Abb. 6.7a ist zu entnehmen, 
dass die Einzelpulsenergie einer Pulsfolge mit der Pulsanzahl abnimmt. In der 
Untersuchung mit den befeuchteten Proben, war die Absenkung für die kürze- 
ren Pulsfolgen (N = 10, 100, 1000) geringer als bei den Proben, die in HBSS 
völlig getaucht waren. Sofern thermische oder thermo-kinetische Prozesse in- 
volviert waren, könnte eine Begründung in der fehlenden Abkühlung durch 
HBSS liegen. Bei den hohen Pulsanzahlen hat möglicherweise das HBSS für 
lange Emissionsdauern kühlend auf die Halterung und Probe gewirkt. Die 
Schädigungsschwellwerte bei der Körpertemperaturmessung, sind mit gerin- 
gem Offset den Werten der 21 °C-Messung sehr ähnlich. Für N < 100 liegen 
die Werte max. 8% höher. 


Die Ergebnisse zeigen somit, dass die Mikroblasenbildungsbedingungen nicht 
durch die Körpertemperatur vereinfacht wurden, sondern wahrscheinlich Re- 
paraturmechanismen verstärkt ausgelöst worden. Dieser Offset ist ebenfalls bei 
den höheren Pulsfolgen erkennbar, wobei hier die Abweichung von 10% er- 
neut auf Reparaturmechanismen [31,153] zurückzuführen ist. Die Absenkung 
bei den befeuchteten Proben ist vermutlich auf oxidativen Stress zurückzu- 
führen. Dieses Phänomen ist bereits aus weiteren Studien [154] für andere 
Zellen bekannt und daher nicht ungewöhnlich. Außerdem wurde beschlossen, 
die IMF-Korrektur nicht für die Bewertung mittels des Lasersicherheitsstands 
anzuwenden, da dieses Vorgehen nicht erläutert bzw. verlangt wird. Da ande- 
re Studien den IMF teilweise nachträglich mit dem EDso verrechneten, wird 
zur besseren Vergleichbarkeit diese angepasste Exposition zusätzlich bei den 
Ergebnissen mit aufgeführt. 


Die Reduktionen sind auf den EDs, des Einzelpulses bezogen und werden 
in Abb. 6.7b dargestellt. Die Reduktion ist für N=20000 und Proben, die 
lediglich mit HBSS benetzt waren, besonders groß. Die Reduktion nimmt dabei 
einen Wert von ca. 4,3 an, während in den anderen beiden Versuchsreihen 
mit vollständigem Eintauchen die maximale Reduktion ca. 2,6 beträgt. Aus 
Abb. 6.7b wird ersichtlich, dass der absolute Reduktionstrend in allen drei 
Studien unterschiedlich, jedoch der relative Verlauf sehr ähnlich ist. Das wurde 
bei allen Pulsfolgen für N < 6000 beobachtet. 
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Abbildung 6.7: Untersuchung der experimentell bestimmten EDso-Werte für alle Versuchsrei- 
hen. (a) Schädigungsschwellen der Mehrfachpulsbestrahlung mit Spotkantenlänge d=319 um und 
Pulsdauer von t = 1,8 ns mit PRF = 25 Hz. Eine Abnahme der individuellen Pulsenergie einer Puls- 
folge kann mit zunehmender Anzahl der Pulse beobachtet werden. (b) Reduktionsfaktor bezogen 
auf den Einzelpulsschädigungsschwellwert. 
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In Abb.6.8 sind die Expositionen aus Tab.6.1 — Tab.6.3 tiber die appli- 
zierte Pulsanzahl dargestellt. Diese Veranschaulichung zeigt die Spannwei- 
te der Ergebnisse (siehe Tab.6.4) auf und wird in Kap.7 diskutiert. In 
Abb. 6.8 sind die Expositionen (Stern und Kreise) bei Befeuchtung mit 21 °C- 
Umgebungstemperatur dargestellt. Die ausgefiillten Symbole stellen dabei die 
Expositionen ohne IMF-Korrektur dar. Die offenen Symbole repräsentieren 
die Expositionen, die nachträglich um den IMF = 1,15 korrigiert wurden. 


Das Ergebnis der Untersuchung der hohen (IMF = 1,78) Stahlprofilmodu- 
lationen (Stern) mit nachträglicher Korrektur (Stern*) betrug 75,5 mJ/cm? 
(vgl. Tab. 6.1), wodurch die Veranschaulichung der anderen Ergebnisse nicht 
linear aufgetragen werden konnte. Die schädigende Exposition in der Ver- 
suchsreihe zur leichten Befeuchtung sind ohne IMF-Korrektur (rote Kreise) 
und mit Korrektur (gelbe Kreise) dargestellt. Da der IMF einen Wert > 1 an- 
nimmt, werden die Expositionen mit Korrektur einen erhöhten Wert darstellen. 
Die Rauten aus Abb. 6.8 stellen die Ergebnisse zur Untersuchung bei Körper- 
temperatur dar (mit Korrektur in cyan, ohne in pink). Die Quadrate dagegen 
repräsentieren die Ergebnisse bei Raumtemperatur (mit Korrektur in schwarz, 
ohne in grün). 
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Abbildung 6.8: Veranschaulichung der ermittelten schädigenden Expositionen für die jeweiligen 
Pulsanzahlen. Ein * weist auf die nachträgliche IMF-Korrektur hin. Die aus allen Versuchsreihen 
niedrigste schädigende Exposition (grau gepunktet) und der höchste Wert (blau gepunktet) stellen 
die Begrenzungen der Spannweite dar. 
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Tabelle 6.4: Spannweite der Messergebnisse mit Minimal- und Maximalwerten für die Schädi- 
gungsexposition der Versuchsreihen für unterschiedliche Temperatur- und Befeuchtungsbedingun- 
gen. Ein * weist daraufhin, dass die Exposition um den IMF = 1,15 korrigiert wurden. 


Pulsfolge Spannweite Unterer Begrenzung Obere Begrenzung 


1 2,7 HBSS, 21°C Befeuchtet, 21 °C, IMF hoch, * 
10 1,6 HBSS, 21°C Befeuchtet, 21 °C, * 

100 1,7 HBSS, 21°C Befeuchtet, 21 °C, * 

1 000 1,7 HBSS, 38°C Befeuchtet, 21 °C, * 

6 000 1,5 HBSS, 38°C Befeuchtet, 21 °C, * 

10 000 1,6 HBSS, 21°C HBSS, 38°C, * 

20 000 2,8 Befeuchtet, 21 °C HBSS, 38°C, * 


Aus Abb. 6.8 geht hervor, dass die Exposition zur Erzeugung einer Schädigung 
in HBSS für N < 6 000 am niedrigsten ist. Die befeuchteten Proben benötigen 
den niedrigsten Energieeintrag zur Erzeugung einer Schädigung erst bei länge- 
ren Expositionszeiten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der oxidative 
Stress erst nach langen Expositionszeiten (ca. 600 s) dominiert, da die unte- 
re Begrenzung (vgl. Tab 6.4) durch diese Ergebnisse der befeuchteten Proben 
festgelegt wird. Eine mögliche Erklärung für die nicht im gleichen Maß gesenk- 
ten Ergebnisse der erwärmten Proben (vgl. Kap. 6.2.2), liegt in der möglichen 
Aktivierung von Reparaturmechanismen innerhalb der RPE-Zellen. 


Die Messbreite ist in Tab. 6.4 zusammengefasst. Bei der Bestimmung wurden 
zusätzlich die Maxima bzw. Minima durch die Messunsicherheit in Form der 
Standardabweichung verwendet. Für die Berechnung der Messunsicherheit aus 
den Tab. 6.1 — Tab. 6.3 wurde die Messunsicherheit des IMF (1,15 + 0,2) für 
die Fehlerfortpflanzung beriicksichtigt, weswegen dieser korrigierte Exposi- 
tionswert immer die höher schädigende Exposition mit höherer Unsicherheit 
darstellt. 


Für die Interpretation der Schädigungsschwellen gegenüber möglicher Interak- 
tionen und dem Vergleich zu den MZB des Lasersicherheitsstandards, werden 
die Ergebnisse des nicht IMF-korrigierten 21 °C-HBSS-Bads verwendet, auf- 
grund folgender Begründungen: 


1. Die Wärmekapazität der HBSS-Lösung ähnelt der des Glaskörpers 
[155]. Die Wärmetransportmechanismen sind durch die Verwendung 
der eingetauchten Proben vergleichbar mit den in vivo Umgebungsbe- 
dingungen. 
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2. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind restriktiver gegenüber den Re- 
sultaten mit gewärmten Proben. Die Schädigungsschwellen sind hierbei 
niedriger und die Statistik bzw. die Anzahl der untersuchten Individuen 
istin dieser Messreihe höher gewesen, wodurch die Messunsicherheit ge- 
ringer ist und Abweichungen auf die tatsächliche biologische Variabilität 
zurückzuführen ist. 


3. Die Nicht-Korrektur des IMF führt zu restriktiveren Ergebnissen und die 
Schädigung basiert auf einem Strahlprofil mit konstanter Energiedich- 
te. Intensitätsmodulationen werden bislang im Lasersicherheitsstandard 
nicht berücksichtigt. Aus der Untersuchung dieser Arbeit geht jedoch 
hervor, dass die schädigende Exposition bei Nicht-Berücksichtigung für 
die im Rahmen dieser Arbeit beispielhaften IMF (1,15 und 1,78) ei- 
ne Abweichung von ca. 2,4 (vgl. Kap. 6.1.1) resultiert. Da der Umgang 
mit dem IMF fragwürdig ist und die Nach-Korrektur zu inkongruenten 
Ergebnissen geführt hat, wird der niedrigere IMF für die Auswertung 
aufgrund der gleichförmigen Energiedichte auf den Proben, verwendet. 


Durch die erzeugte Datenbasis werden zum einen die wenig verfügbaren Daten 
um bislang unerforschte Pulsfolgen erweitert. In der vorliegenden Arbeit wur- 
den außerdem zum ersten Mal Untersuchungen zum Temperatureinfluss, dem 
Befeuchtungsgrad, den Auswirkungen der Intensitätsmodulationen und der 
methodischen Herangehensweise durch Explants durchgeführt. Darüber hinaus 
können die gewonnenen Daten hinsichtlich des dominanten Schädigungsme- 
chanismus interpretiert werden. Dieses Verständnis kann für die Evaluierung 
der Pulsinteraktionsmodelle (vgl. Kap. 3.3) zur Analyse der Pulsadditivität ge- 
nutzt werden. Die wesentlichen Kernaussagen der Versuchsreihen lauten im 
Folgenden: 


e Für eine bessere Vergleichbarkeit und eine akkuratere Bestimmung der 
schädigenden Exposition, sollten die durch den Einsatz von fasern- 
induzierten Intensitätsmodulationen, einen Faktor von ca. 1,2 nicht über- 
steigen, da das Verständnis von induzierten Hotspots im Profil bislang 
nicht vollständig verstanden ist. 


Die Schädigungsschwellen in Form von EDso-Werten sind in jedem 
Experiment zu Pulsfolgen gesunken. Eine mögliche Interaktion zwischen 
den Pulsen ist nicht auszuschließen. 
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e Nicht vollständiges Eintauchen der Proben führt zur Halbierung der 
notwendigen Dosis zur Erzeugung von Läsionen bei der Applikation 
hoher Pulsanzahlen. 


Die Untersuchung von Temperaturbedingungen erzeugte keine nennens- 
werte Änderung der Schädigungsschwellen. Die EDso-Werte waren bei 
Körpertemperaturmessungen etwas höher, was aber auf aktivierte Repa- 
raturmechanismen in der Zelle zurückzuführen ist. 


Die Proben sollten horizontal ausgerichtet sein, um Schliereneffekte 
durch die Gewichtskraft zu vermeiden. Im in vivo Auge ist die Netz- 
haut auch vertikal gekrümmt ausgerichtet, allerdings werden durch den 
Glaskörper und dem Augeninnendruck die Schliereneffekte unwirksam. 


6.2.4 MIKROBLASENMESSUNG 


Zur Detektion von Mikrokavitation in den RPE-Zellen wurden akustische und 
optische Messmethoden unabhängig voneinander eingesetzt. Die Ergebnisse 
der jeweiligen Anwendung werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt. 


HYDROPHON 


Diese Methode funktionierte bei vertikaler Ausrichtung der Proben, um den 
Hydrophonmesskopf an der Probe ausrichten zu können. Allerdings führte 
diese Ausrichtung wie in Abschnitt 6.1.2 beschrieben, aufgrund der Schlieren 
zu einer Verfälschung der Ergebnisse. Bei einer horizontalen Bestrahlung hin- 
gegen, war das Hydrophon durch das optische Fenster nur in einem sehr hohen 
Winkel (ca. 60°) zum bestrahlten Areal ausrichtbar. Da die Sensitivität des Hy- 
drophons stark winkelabhängig war, führte das zu ungenauen Messergebnissen 
mit niedriger Reproduzierbarkeit. 


Es wurde beobachtet, dass sich bei der Bestrahlung von ns-Pulsen, die soge- 
nannte thermo-elastische Transiente ausbildet, die ebenfalls ein Drucksignal 
bildet (vgl. Abb. 6.9). Das bedeutet, dass sich das Gewebe kurzzeitig schlag- 
artig ausdehnt, dabei aber komplett in den Ausgangszustand einkehrt. Diese 
Bewegung jedoch löste am Hydrophon ein charakteristisches bipolares Signal 
aus, welches eine deutlich größere Amplitude aufwies, als die Druckwellen, die 


108 


6.2 Laser-induzierte Schädigungsschwellen von Pulsfolgen 


T T T 
0.20 Laserpuls Messung 1} 0.20 ~~ Messung 11] 
| Messung 2 Messung 2 
0.15 Messung 3|| 223 Messung 3! | 
Messung 4 ; Messung 4| 
mi 010 7 m 010 = 
ž a 
.8 0.05 4 0.05 
a 0.00 Za 0.00 
0.05 0.05 
0.19 Thermo-elastische Transiente -0.10 
- > 
0.15 = = 
-10 0 10 20 30 40 50 9.15 0 1 2 3 
Zeit in us Zeit in us 
(a) (b) 


Abbildung 6.9: Thermo-elastische Transienten bei der Bestrahlung des RPE. (a) Signal am Hydro- 
phon fiir vier aufeinanderfolgende identische Einzelpulse am gleichen bestrahlten Areal. Signal 
durch thermo-elastische Transiente induziert. (b) Vergrößerung der Amplitude durch die thermo- 
elastische Transiente. Messsignalstärke und -verlauf ist in allen vier Messungen nahezu identisch. 


durch Mikroblasen induziert werden. Für jedes bestrahlte Areal ergab sich eine 
neue charakteristische Kurve. Dieses Signal war reproduzierbar bei gleichblei- 
bender einwirkender Energiedosis. Bei höherer Energiedosis blieb der Verlauf 
der bipolaren Kurve ähnlich, lediglich die Signalstärke der Amplitude wur- 
de größer. In den Arbeiten von Schüle [32,55] ergaben sich ebenfalls diese 
Effekte, jedoch bei Pulslängen bis in den Sub-us-Bereich, wodurch die Tren- 
nung der Druckwelle einer Mikroblase eindeutig zu unterscheiden war von der 
thermo-elastischen Transiente des Gewebes. 


Um zu erkennen, ob im Messsignal des Hydrophons, Druckwellensignale von 
Mikroblasen enthalten sind, musste für jede applizierte Energiedosis die Si- 
gnalstärke der thermo-elastischen Transiente berechnet werden, um diese vom 
detektierten Messsignal zu subtrahieren (vgl. Abb. 6.10). Hierfür wurden für 
mehrere Energiedosen das Messsignal erfasst und überprüft, ob der Anstieg der 
Amplitude linear war. Jede positive Abweichung dieser Modellierung, wurde 
dann als Mikroblasenerscheinung gewertet. 


Da die Bestimmung der Signalstärke der thermo-elastischen Transiente not- 
wendig war, mussten die Proben vorab mehrfach bei mehreren Dosen bestrahlt 
werden, wodurch ein metabolischer Stress auf die Zellen ausgelöst wurde. Da 
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Abbildung 6.10: Gemessene Amplitude pro applizierte Einzelpulsenergie auf gleichbleibendem 
bestrahlten Areal. Die ersten vier Messpunkte weisen eine Linearität der thermo-elastischen Tran- 
siente mit der Energie auf. Interpolation dieser Linearitat ist in griin eingezeichnet und beweist die 
Abweichung der applizierten Energie als Hinweis auf Mikroblasenbildung. Eine Veränderung der 
thermo-elastischen Transiente und Amplitude ist nach Erreichen der Schädigungsschwelle jedoch 
nicht auszuschließen. 


unklar ist, in welchem Maß sich dieser metabolische Einfluss auf die Schwelle 
auswirkt und thermische Prozesse begünstigt für die Schädigungsmechanis- 
men, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. 


REFLEXBASIERTER NACHWEIS 


Die Implementierung des Probenpfads über das Y-Bundle führte dazu, dass 
ein minimaler Spot (ca.50 um) mit 635nm im Abbildungsspot des Schädi- 
gungspfads positioniert war. Aus Berichten von Lee et al. [35] geht hervor, 
dass dieser Spot so klein wie möglich gehalten werden muss, um ein möglichst 
hohes SNR zu erhalten. Durch die Wieder-Einkopplung in das Y-Bundle des 
zurückgestreuten Lichts und der Verwendung von 1-Zoll- Komponenten, war 
die minimale Abbildungsgröße ca. 50 um. Das abzubildende Profil war durch 
das Y-Bundle ebenfalls ein Top Hat, jedoch mit starken Intensitätsmodulatio- 
nen (IMF ca. 4). 
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6.2 Laser-induzierte Schädigungsschwellen von Pulsfolgen 


Die Justage erfolgte zunächst mit einem BeamViewer an der Probenposition. 
Da die Proben jedoch in HBSS liegen, wurde über die Kamera, die kollinear 
zu beiden Pfaden ausgerichtet war, die Abbildung des Y-Bundle auf die qua- 
dratische Form ausgerichtet. Durch diese Anordnung war die Abbildung des 
Schädigungspfads und des Faserendes des Y-Bundle (Probenpfad) im Fokus 
abgebildet. 


Durch den Einsatz des spektralen Filters wurden nur Änderungen des zurück- 
gestreuten 635 nm-Lichts erfasst, während das Licht des Schädigungslasers 
geblockt wurde. Das Messsignal war bei Applikationen unterhalb des EDso 
nicht ausreichend gut zu erkennen. Das Ziel der Untersuchung war allerdings, 
unterschwellige Pulsenergien zu verwenden, sodass nur durch die Hinterein- 
anderreihung von Einzelpulsen eine Schädigung entsteht. Somit war dieser 
Ansatz nicht zielführend. Auch die konstante Bestrahlung mit 635 nm hat 
möglicherweise das Gewebe stimuliert, was nicht auszuschließen war. 


Es war auffällig, dass das APD-Signal weder reproduzierbar noch ausreichend 
sensitiv war. Das Signal wurde lediglich bei überschwelliger Bestrahlung aus- 
gelöst, welche im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wird. Eine Aufarbei- 
tung der wesentlichen Fehlerquellen bzw. Problemstellungen ist der folgenden 
Auflistung zu entnehmen: 


1. SNR zu niedrig. Das Reflexionssignal der Mikroblasen war im Vergleich 
zum absoluten zurückgestreuten Licht zu gering. 


Diese Annahme scheint ein fundamentaler Grund gewesen zu sein. Aus 
den Arbeiten von Lee et al. [35] und Schüle [55] geht hervor, dass diese 
Methodik wenig sensitiv erscheint. Die Signalstärke ist vor allem im 
Schädigungsschwellwertbereich kaum auseinander zu halten gewesen. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde beobachtet, dass bei stark überschwel- 
liger Bestrahlung das gesamte zurückgestreute Signal geringer wurde. 
Eine mögliche Begründung liegt in einer schädigenden Oberflächen- 
strukturänderung. 


Maßnahme: Der Bestrahlungsspot wurde verkleinert, was im Rahmen 
dieser Arbeit bis zu den system-technischen mechanischen Grenzen ver- 
wirklicht wurde. 


2. Die faser-induzierten Fluktuationen im Abbildungsspot des Abtastlasers 
waren nicht auf der Melanosomoberfläche abgebildet. Das bedeutet, 
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dass sich zwar möglicherweise Mikroblasen gebildet haben, jedoch kein 
Reflexionssignal ausgelöst wurde, weil diese benachbart zu den Peaks 
lagen und ein zu geringes Signal induziert haben. 


Bezüglich der Vermeidung der IMF im Bestrahlungsspot gab es lediglich 
die Möglichkeit durch ideale Fokussierung in die Faser mittels hoher 
NA (Maximale NA betrug 0,22) eine hohe Modendurchmischung zu 
generieren. Da das Y-Bundle eine Länge von zwei Meter aufwies, war 
auch der minimale Kriimmungsradius (19 mm) der Faser beschränkt. Die 
kommerzielle Verfügbarkeit vergleichbarer Fasern war nicht gegeben. 


Maßnahme: Durch Drehen der Faser wurden die nahezu reproduzierba- 
ren Hotspots zwar im Profil gedreht, jedoch war diese Drehung nicht 
reproduzierbar. Auch diese Maßnahme war nicht zuverlässig, da die 
Faser an jeder Probenposition vorab hätte gedreht werden müssen, um 
”Probeschüsse” zu applizieren. Solange kein Signal erfasst worden wä- 
re, hätte die Faser jedes Mal gedreht werden müssen, bis bei einem der 
Probeschüsse ein Signal ausgelöst worden wäre. Dieser Test hätte jedoch 
das Gewebe zu sehr sensibilisiert. 


. Optische Verluste bei der Rückkopplung in das Y-Bundle. 


Das Signal wird einerseits durch das Objektiv und Linse beschnitten und 
andererseits ergibt sich eine bei jedem Durchgang ein Verlust von ca 1 % 
durch den dichroitischen Spiegel. Die Einkopplung in den benachbarten 
Kanal des Y-Bundle verursacht Verluste, da dieser Kern einen Durch- 
messer von 50 um hat. Die niedrige Einkoppel-NA von 0,22 beschränkt 
zudem höhere Einkoppelwinkel. 


Maßnahme: Die optischen Verluste wurden durch Erweiterung des Set- 
ups um 1-Zoll-Komponenten (vorher 1/2-Zoll) erweitert. Da das Setup, 
jedoch für 532 nm ausgelegt (mit hoher Schädigungsgrenze) ist, konnte 
beispielsweise das Objektiv nicht ausgetauscht werden. Die Verfügbar- 
keit weiterer Y-Bundle war zudem beschränkt. Es wurden die Kombina- 
tionen aus kleineren Kerndurchmessern mit 80 um Abstand und größe- 
ren Kerndurchmessern mit geringerem Abstand ausgetestet. Prinzipiell 
konnte mit Zweiterem ein höheres Signal detektiert werden, dafür jedoch 
nur ein größerer Spot auf die Probe abgebildet werden, was das SNR 
wiederum maßgeblich verringert hat. 


4. Der Bestrahlungslaser hatte eine zu geringe Ausgangsleistung. 
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Durch einen leistungsstärkeren Laser wäre ein ausgeprägteres Ausgangs- 
signal detektiert worden, jedoch war dieser einerseits für die Anforde- 
rungen dieser Arbeit (Strahldurchmesser< 500 um, 635 nm, CW, geringe 
Divergenz) kommerziell nicht verfügbar und andererseits sollte die Pro- 
be nur minimal beleuchtet werden, um keine Erwärmung der Probe zu 
verursachen, die evtl. thermische Prozesse begünstigt. 


Maßnahme: Nicht möglich, da sonst thermische Schädigungen nicht 
auszuschließen sind. 


. Der Abtastlaser war im Schädigungsspot auf eine Position fokussiert an 
dem kein Melanosom eine Mikroblase ausbildete. 


Da die Hintergründe zur thermo-mechanischen Schädigung bislang un- 
vollständig verstanden sind, ist unklar, wie viele Mikroblasen notwendig 
sind, um die Zelle letztlich zu schädigen. Es ist nicht auszuschließen, 
dass benachbarte Zellen, die durch Mikrokavitation geschädigt wurden, 
an benachbarte Zellen Botenstoffe aussenden. Daher ist es möglich, dass 
im bestrahlten Areal entweder Mikroblasen nicht verantwortlich für die 
Zellschädigung waren, sondern Botenstoffe oder photo-chemische Pro- 
zesse die Apoptose eingeleitet haben. 


Maßnahme: Durch die Bestrahlung vieler Proben, ist dieser Punkt ver- 
mutlich auszuschließen, da die Statistik diesen Fall berücksichtigt haben 
sollte. 


Aus diesen Gründen, scheint auch dieser Ansatz aufgrund mangelnder Repro- 
duzierbarkeit und zu geringer Sensitivität für den Anwendungsparametersatz 
der vorliegenden Arbeit nicht geeignet zu sein. 


6.3 SIMULATIONSERGEBNISSE DER 


HINTERGRUNDERWÄRMUNG 


Nachdem im vorigen Abschnitt die laser-induzierten Schädigungsschwellen 
für Pulsfolgen vorgestellt wurden, wird das Ergebnis zur Simulation der Er- 
wärmung durch die Multipulse bewertet. Da das eingestrahlte Licht haupt- 
sächlich vom RPE absorbiert wird, wird dieses direkt erhitzt. Nach wenigen 
ms, kann sich jedoch eine Wärmeleitung einstellen, die wiederum indirekt zu 
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Schädigung weiterer retinalen Strukturen führen kann. Unter der Annahme, 
dass durch die Mehrfachbestrahlung eine Hintergrunderwärmung ausgelöst 
wird, müssen somit Temperaturerhöhungen und thermische Denaturierungs- 
prozesse durch das SLM betrachtet werden. 


Ein dreidimensionales Computermodell (vgl. Modellierungsansatz in Kap. 4.2) 
wird verwendet, um die Möglichkeit einer thermischen Schädigung der Netz- 
haut bei den Messungen dieser Studie für Pulsanzahlen größer oder gleich 
1 000 abzuschätzen (siehe Abb. 6.11). 


Das verwendete Computermodell von Seibersdorf SLM [136, 137] wurde ge- 
gen die experimentell ermittelten Schwellenwerte für NHPs validiert. Das 
Modell besteht aus drei Hauptkomponenten: In der ersten Komponente wird 
ein Augenmodell zur Bestimmung des Netzhautbildes verwendet. Dann wird 
aus dem Netzhautbild eine Wärmequelle in den Gewebeschichten definiert 
und mit Hilfe der Wärmeübertragungsgleichung der Temperaturverlauf in der 
RPE-Schicht mit Hilfe der Finite-Elemente-Methode numerisch berechnet. Die 
Temperaturkurve wird in die Arrhenius-Gleichung (vgl. Kap. 2.1.5) eingesetzt, 
die zur Beschreibung von Denaturierungsprozessen in der Netzhaut verwendet 
wird [107,108]. Eine detailliertere Beschreibung des Computermodells ist in 
Ref. [156] zu finden. 


Da Explant-Messungen mit Pulslängen im ns-Regime durchgeführt worden 
sind, wurden einige Anpassungen des Modells vorgenommen: Es wird kein 
Augenmodell verwendet und das Netzhautbild wird anstelle einerrunden Form, 
durch ein quadratisches Top Hat Bestrahlungsprofil mit einer Kantenlänge von 
319 um definiert. Darüber hinaus wird das Temperaturprofil der Pulssequenz 
aus Abb. 6.1 la berechnet. Dazu wird die Dirac-Deltafunktion zur Beschreibung 
eines einzelnen Pulses in der Wärmeübertragungsgleichung verwendet. Die 
Schwellenwerte für die thermische Schädigung werden unter der Annahme 
einer CW-Strahlung simuliert, da die Hintergrund-Erwärmung des Gewebes 
erforderlich ist. Die simulierten Schwellenwerte werden durch die Anzahl der 
Pulse geteilt, um den entsprechenden Schwellenwert für einen einzelnen Puls 
zu erhalten, siehe Abb. 6.11b. 


Die Simulationen zeigen, dass die zur Induktion einer thermischen Schä- 
digung erforderliche Energie immer noch höher (minimaler Faktor ca. 15) 
ist als die experimentell gemessenen Werte. Der Abgleich mit thermischer 
Schädigung zeigt zudem, dass diese Art der Schädigung auszuschließen ist 
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Abbildung 6.11: Vergleich der experimentellen Daten mit Bulk-Modell. (a) Temperaturprofil wah- 
rend der Bestrahlung von Netzhautgewebe fiir 1 000 Pulse. Die Pulse fiihren zu einem kumulativen 
Temperaturanstieg (blau), aber nach kurzer Zeit geht die Temperatur in die Sattigung (rot) tiber. 
Dieses Verhalten wird auch bei längeren Pulsfolgen beobachtet. Die Ausgangstemperatur ist die 
Körpertemperatur von 310,5K. Die Temperaturanstiege sind nur relativ zu betrachten. (b) An- 
wendung des Computermodells zur Vorhersage der retinalen thermischen Schädigung (blau). Die 
experimentellen Daten aus dieser Studie (schwarz) haben niedrigere Schädigungsschwellen, was 
darauf hinweist, dass keine thermische Schädigung erzeugt wurde. 
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(vgl. Abb. 6.11b). Die Simulation des Temperaturanstiegs im RPE-Gewebe 
weist eine insignifikante Temperaturerhöhung weniger Kelvin auf und deckt 


sich mit den Untersuchung von Mainster et al. [40]. Mainster et al. [40] defi- 
nierten, dass additive Effekte erst ab PRF von wenigen kHz auftreten. 


ZUSAMMENFASSUNG DES KAPITELS 


Es wurden Schädigungsschwellen durch Angabe der ED5ọ und Slo- 
pe für Einzelpuls- und Multipulsmessungen bestimmt. Es wurde 
eine hohe Qualität der Messungen durch eine max. Slope von 1,2 
erreicht. 


Der Einfluss von unerwünschten räumlichen Intensitätsmodulatio- 
nen im Strahlprofil, oxidativem Stress, der Temperatur und der Aus- 
richtungsebene der Proben wurde untersucht. Es wurde dadurch 
eine Spannweite von 2,8 für die schädigende Exposition bestimmt. 


Das Fluoreszenzmittel Calcein-AM zeigte gegenüber Pleine höhere 
Wirksamkeit. 


In allen Versuchsreihen zu Befeuchtungsgraden und Temperatur- 
einflüssen wurde eine Reduktion der Einzelpulsenergie gemessen. 
Die Versuchsreihe im 21 °C-HBSS-Bad wird für weitere Ausarbei- 
tungen dieser Arbeit verwendet. 


Die Mikroblasendetektionsmethoden wurden evaluiert: Weder die 
akustische, noch die reflexbasierte Mikroblasendetektion ergeben 
reproduzierbare Ergebnisse aufgrund mangelnder Sensitivität bei 
unterschwelliger Bestrahlung und möglicher Beeinflussung des Ge- 
webes durch den zusätzlichen Energieeintrag bei Multipulsuntersu- 
chungen. 


Die Simulation des Temperaturanstiegs im RPE-Gewebe weist ei- 
ne insignifikante Temperaturerhöhung auf. Der Abgleich mit ther- 
mischer Schädigung zeigt zudem, dass diese Art der Schädigung 
auszuschließen ist. 
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7 INTERPRETATION DER 
MULTIPULSDATEN 


Die Ergebnisse der Schädigungsschwellen bei Einzel- als auch Multipuls- 
expositionen werden in diesem Kapitel hinsichtlich der bestehenden Abwei- 
chungen verfiigbarer Daten interpretiert. Dazu werden die zur Unsicherheit 
beitragenden Faktoren wie der IMF, der Strahldurchmesser und der EDs mit- 
tels Fehlerfortpflanzung untersucht, um die Inkongruenz bestehender Daten 
nachzuvollziehen und diskutieren zu können. 


Des Weiteren wird detailliert auf den Vergleich zu den GZS- und den MZB- 
Werten des Lasersicherheitsstandards in Europa und den USA eingegangen. 
Da der Cs-Faktor (in den USA nach ANSI Cp-Faktor) in den USA und Europa 
intensiv bezüglich seiner Gültigkeit diskutiert ist, befasst sich die vorliegende 
Arbeit mit dem resultierenden Sicherheitsfaktor bei dessen Anwendung nach 
europäischer und amerikanischer Norm. 


Abschließend wird der Verlauf der Reduktion der Schädigungsschwellen mit 
zunehmender Pulsanzahl hinsichtlich des wirkenden Schädigungsmechanis- 
mus bewertet. Die vorgestellten Pulsinteraktionsmodelle aus Abb. 3.5 werden 
den Messergebnissen gegenübergestellt und geprüft. Daraus ableitend werden 
die dominanten Schädigungsmechanismen erörtert. 


7.1 ANALYSE ZUR DISKREPANZ VORHANDENER 
SCHÄDIGUNGSSCHWELLEN 


Aus Kap. 1.2.3 geht hervor, dass der Umgang von Fluktuationen im Top Hat 
Strahlprofil eine messtechnische Herausforderung darstellt, da die aus der Li- 
teratur [32,56] bekannte Nachkorrektur über den IMF zu inkongruenten Er- 
gebnissen führt. Dadurch vergrößert sich die Spannweite der schädigenden 
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Exposition maßgeblich. In diesem Abschnitt wird untersucht, inwieweit sich 
die Uneinheitlichkeit der verfügbaren Daten (vgl. Abb. 1.4) durch die beobach- 
teten Fluktuationen und damit zusammenhängenden Unsicherheiten erklären 
lassen. Weiterhin wird darauf eingegangen, welche Maßnahmen dazu beitragen 
die messtechnischen Unsicherheiten zu minimieren. 


7.1.1 STAHLPROFILFLUKTUATIONEN DES TOP HAT 
INTERPRETATION UND HANDHABUNG 


Die bisher veröffentlichte Studien [32,55,56] verdeutlichten die Problemstel- 
lung von Intensitätsmodulationen, die bei der Verwendung von Fasern zur 
Strahldurchmischung auftreten. Schüle [55,56] und die zugehörige Arbeits- 
gruppe korrigierten daher die ED59-Werte in den veröffentlichten Arbeiten mit 
dem IMF. Der in Schüles Dissertation ermittelte IMF hat einen Wert von bis zu 
3,8, was zu einer signifikanten Veränderung der Schwellwerte führte. Da bisher 
unklar ist, wie Fluktuationen zu berücksichtigen sind, sollte die Adaption der 
Daten durch IMF-Korrektur mit Vorsicht behandelt werden. 


Die Untersuchung der zwei Fluktuationsprofile bezüglich ihrer Intensität, dem 
relativen Auftreten im Strahlprofil (vgl. Abb. 5.7) und der Nachkorrektur hat 
ergeben, dass die Schwellwerte in Bezug auf den EDso-Wert um ca. 25 % für 
die zwei Glasfaserlängen voneinander abwichen. Die Korrektur der jeweili- 
gen Expositionen führte nicht zu kongruenten oder zumindest vergleichbaren 
Ergebnissen. Durch den deutlichen Einfluss des IMFs auf die Expositionen 
und dessen Handhabung, lässt sich erklären, warum die verfügbare Datenbasis 
nicht kongruent ist. 


Folglich ist nicht klar, wie diese Modulationen tatsächlich berücksichtigt wer- 
den können. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass bei größeren Intensitäts- 
schwankungen im Strahlprofil mehr Energie benötigt wird, um die Zellen 
zu schädigen, als ein Strahl mit einer weitestgehend gleichbleibenden Energie- 
dichteverteilung. Diese Erklärung widerspricht der Beschreibung einer Zell- 
schädigung durch einzelne Spitzen im Strahlprofil. Durch die Untersuchung 
vieler Proben unterschiedlicher Individuen, wurde die biologische Variabilität 
berücksichtigt. Die sich ergebende Diskrepanz lässt sich daher weder durch die 
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Streubreite der Melanisierungsgrade noch durch unterschiedliche messtechni- 
sche und methodischen Maßnahmen begründen. 


Eine andere denkbare Hypothese wäre, dass interzelluläre Prozesse auf der 
Grundlage einer konstanten Energiedichte des bestrahlten Bereichs ausgelöst 
werden, da hierbei gleichzeitig mehrere benachbarte Zellen aktiviert werden. 
Da in dem Experiment dieser Arbeit ausschließlich die Fluktuationen variie- 
ren, aber unterschiedliche Schädigungsschwellen ermittelt wurden, führt dies 
zu der Schlussfolgerung, dass die Gefährdung auf doppelte Weise unterschätzt 
wurde. Einerseits wurde ein höherer Wert für den ED5ọ berechnet und ande- 
rerseits wurde dieser Wert um den IMF, =1,78 erhöht. Diese Unsicherheiten 
können für zukünftige Messungen nicht verhindert werden, weswegen die In- 
tensitätsmodulationen minimal gehalten werden sollten. 


VERMEIDUNGSMASSNAHMEN 


Die Verwendung von leistungsstarken Lasern in Kombination mit einer Blende 
ist eine Methode zur Vermeidung der faser-induzierten Modulationen, da ledig- 
lich der mittlere Teil des Gauß-Strahls durch die Blende ausgeschnitten wird. 
Bei Lasern mit geringerer Leistung ist dies nicht möglich, da die verbleiben- 
de Einzelpulsenergie durch den Blendenbeschnitt nicht mehr für Zellschäden 
ausreicht. Beugungseffekte müssen bei besonders kleinen Durchmessern be- 
rücksichtigt werden und jedes zusätzliche optische Element induziert ohnehin 
Aberrationen im Strahlprofil. 


Alternative Ansätze wie Mikrolinsenarrays oder optische Streuscheiben sind 
für eine homogene Ausleuchtung sinnvoll, für Abbildungsgrößen im unte- 
ren Mikrometerbereich (< 100 um) jedoch ungeeignet, da die erforderlichen 
Strukturen in diesem Größenbereich nur unter hohen Aufwendungen und 
Technologien aus der Röntgen-, und extremer UV-Lithographie anzuferti- 
gen sind. Gezielte Modendurchmischung bei der Verwendung von Fasern ist 
eine einfache und kostengünstige Lösung für die Erzeugung von Top Hats, 
aber die ideale Homogenisierung des Strahlprofils wird in einer Faser immer 
begrenzt sein, insbesondere aufgrund von Energieverlusten, Impulsdispersi- 
on und optischen Aberrationen. Durch eine geeignete Parametrisierung des 
Einfallswinkels in die Faser, der Krümmung der Faser, des Kernprofils und 
vor allem ihrer Länge bewirken jedoch eine gute Durchmischung und halten 
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Tabelle 7.1: Einfluss der Durchmesserdefinition auf die Schädigungsexposition H: Ublich ver- 
wendete Definitionen (1/e, 1/e? oder FWHM) führen zu unterschiedlichen Spotkantenlängen 
(Abweichungen ca. 8%) und beeinflussen wiederum die Exposition H. Die Nachkorrektur durch 
den jeweiligen IMF führt zu erheblichen Abweichungen der Exposition. 


Definition Durchmesser Hı H mitIMFı M2 H mit IMF2 
- um mJ/cm? mJ/cm? mJ/cm? mJ/cm? 
FWHM 294 +3 36,05 41,45 49,93 88,88 

l/e 301 +3 34,39 39,55 47,63 84,79 

1/e? 319 +3 30,62 35,21 42,41 75,49 


die Intensitätsmodulationen so gering wie möglich. Der Übergang zwischen 
”Vital” und ”Nicht-Vital” ist bei einem homogenen Profil deutlicher, da nicht 
die Spitzen entscheidend für die Schadensdeklaration ist. Bei einem gleich- 
bleibenden Strahlprofil ist immer die komplette bestrahlte Fläche zu erkennen 
und nicht einzeln verbundene Zellen. 


Darüber hinaus erscheint es für zukünftige Messungen sinnvoll, die Anzahl 
der Intensitätsspitzen zu gewichten, damit die Intensitätsmaxima einzelner 
Spitzen den IMF nicht zu stark beeinflussen. Auf diese Weise kann der IMF 
statistische Methoden aus ähnlichen Anwendungsbereichen zur Bestimmung 
von Fluktuationen wie der technischen Oberflächenanalyse nutzen, welche das 
arithmetische Mittel, die mittlere Fluktuation und den quadratischen Mittelwert 
der Fluktuationen als Rauigkeit berechnet. 


7.1.2 DURCHMESSER-DEFINITION 


Bei der Untersuchung der Fluktuationen wurde die Kontur des verwendeten 
Strahlprofils (siehe Abb. 5.5) aufgenommen und ein exemplarischer Schnitt 
erzeugt. Anhand von Abb. 7.1 kann die tatsächliche Kantensteilheit und de- 
ren Auswirkung auf die Durchmesserdefinition demonstriert werden. Dazu 
wurden die Messdaten eingelesen und durch das Hintergrundrauschen redu- 
ziert. Anschließend sind die Pixelintensitäten auf den maximalen Pixelwert 
normiert und an eine asymmetrische sigmoidale Funktion (grün) angepasst 
worden. Dabei wurden die gängigen Durchmesserdefinitionen aus Kap. 4.3.3 
angewandt. 
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Abbildung 7.1: Querschnitt zur Analyse durch das Top Hat Strahlprofil: Messdaten mit asym- 
metrischer sigmoidaler Anpassung (grün). Pfeillinien zeigen die Durchmesserdefinitionen für das 
FWHM (orange), das 1/e-Kriterium (blau) und das 1/e?-Kriterium (braun). 


Eine maximale Kantensteilheit führt trotz der gängigen Durchmesserdefinitio- 
nen zu identischen Durchmessern. Die realisierten Top Hats jedoch, ergeben 
Abweichungen hinsichtlich ihrer Durchmesser von bis zu 8 %. Diese Ergeb- 
nisse unterstreichen die Bedeutung der Flankensteilheit: In Abb. 7.1 ist zu 
erkennen, dass die Definition eines Durchmessers entscheidend für die zu be- 
stimmende Exposition ist. Daher sollte die Flankensteilheit so nah wie möglich 
bei Null liegen. Folglich weisen die berechneten Expositionen (vgl. Tab. 7.1) 
einen Schadensbereich von 30,62 mJ /cm? bis 41,45 mJ /cm? für den niedrigen 
IMF (inkl. Korrektur) und einen Bereich von 42,41 mJ/ cm? bis 88,88 mJ / cm? 
für den höheren IMF (inkl. Korrektur) auf. 


7.1.3 SPANNWEITE DER MESSUNSICHERHEIT 


Die Ergebnisse der IMF-Variation bzw. -Berücksichtigung und den entspre- 
chenden Durchmesserdefinitionen sind in Tab. 7.2 zusammengefasst. Die Feh- 
lerfortpflanzung wurde hinsichtlich des Durchmessers, EDs) und IMF durch- 
geführt, um die Spannweite der Expositionen darzustellen, in der die wahre 
Schadensdosis liegt. Abhängig von der Wahl der Durchmesserdefinition und 
dessen Messung variierten die Expositionen für beide Schwankungsprofile um 
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Tabelle 7.2: Spannweite verfügbarer Daten zu Schädigungsschwellen. Expositionen für zwei ver- 
schiedene Fluktuationsprofile (MF, = 1,15 + 0,2, IMF; = 1,78 + 0,2) und die üblicherweise ver- 
wendeten Durchmesserdefinitionen. Die Messung mit höheren Fluktuationen im Strahlprofil führte 
zu größeren Unsicherheiten. Durch Tab. 6.1 und Tab. 7.1 wurden die Schädigungsexpositionen be- 
stimmt. Die letzten beiden Spalten beschreiben jeweils die berechnete Unstimmigkeit. Diskrepanz 
a* beschreibt das Verhältnis zwischen der Exposition Hı mit IMF; -Korrektur des restriktivsten 
Durchmessers zu Hy mit IMF>-Korrektur für alle Durchmesser. Diskrepanz b* entspricht dem 
Verhältnis zwischen der Exposition Hı ohne IMF, -Korrektur des restriktivsten Durchmessers zu 
zu H) mit IMF>-Korrektur für alle Durchmesser. 


Durchmesser Hı H Hı mit IMF; Hə mit IMF a* b* 
- mJ/cm? mJ/cm? mJ/cm? mJ/cm? - - 

FWHM 36,05 + 3,24 49,93 + 0,49 41,45 +8,12 88,88 + 10,02 2,5 2,9 
l/e 34,39 + 3,09 47,63 + 0,47 39,55 +7,75 84,79 +9,56 2,4 2,8 
1/e? 30,62 + 2,76 42,41 + 0,42 35,2+6,89 75,49 +8,51 2,1 2,5 


einen Faktor von fast 3. In den letzten beiden Spalten wurde die Diskrepanz 
zwischen den Expositionen H bezüglich des restriktivsten Durchmessers 1/e? 
berechnet. Der Faktor a* beschreibt das Verhältnis zwischen der Expositi- 
on Hı mit IMF;-Korrektur des restriktivsten Durchmessers (1/e?) und den 
IMF>-korrigierten Expositionen der jeweiligen Durchmesser. Der Faktor b* 
beschreibt das Verhältnis zwischen der Exposition Hı ohne IMF}-Korrektur 
des restriktivsten Durchmessers zu Ha mit IMF2-Korrektur für alle Durchmes- 
ser. Die Übersicht verfügbarer Schädigungsexpositionen (vgl. Abb. 1.4) wies 
eine Diskrepanz von einem Faktor von ca. 3 auf und stimmt mit den Ergebnis- 
sen dieser Untersuchung (maximaler Diskrepanzfaktor ca. 3) überein. 


Die methodischen Herausforderungen sowie messtechnische Unsicherheiten 
wie der Top Hat Qualitätssicherung sind eine mögliche Erklärung für das 
breite Spektrum der bestehenden Schädigungsschwellen. Um die maximale 
Kantensteilheit zu erreichen, sollte der Top Hat in der Abbildungsebene auf 
den Proben abgebildet werden, was durch die natürliche Unebenheit der bio- 
logischen Proben beschränkt ist. 
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7.2 VERGLEICH ZU DEN GRENZWERTEN DES 
LASERSICHERHEITSSTANDARDS 


Die gemessenen Schädigungsschwellen aus Kap. 6.2.3 werden relativ zu den 
MZB und den GZS der Lasersicherheitsnorm (DIN EN 60825-1, Ed. 3) unter 
Bezugnahme auf die drei in Abschnitt 1.2.1 beschriebenen Kriterien vergli- 
chen, um den Fall mit niedrigstem Sicherheitsabstand zu bestimmen. Aufgrund 
der niedrigen PRF (25Hz) lag das zweite Kriterium (Mittleres Leistungs- 
Kriterium) weit über dem Einzelpuls-Kriterium und dem des reduziertes Pul- 
ses. Aus diesem Grund wird in Abb. 7.2 lediglich das restriktivste Kriterium 
(reduzierter Puls) betrachtet. Da die Grenzwerte im Bereich der sichtbaren 
Strahlung für längere Expositionen (> 10 s) und somit photo-chemischer Schä- 
digung einige Größenordnungen höher liegen, wurden diese zur vereinfachten 
Darstellung nicht in Abb. 7.2 implementiert. 


In Abb. 7.2a werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den schädigen- 
den Expositionen vergleichbarer Studien von Lund et al. [45] und Brinkmann 
et al. [29] bezüglich der Pulsanzahl dargestellt. Da die Untersuchungen die- 
ser Studie und jene von Brinkmann et al. mit Explants durchgeführt wurden, 
sind die Bestrahlungsexpositionen auf die Einzelpulsexposition von Zuclich 
et al. [17] normiert worden. Zuclich et al. war bislang der einzige Forscher, 
der an Macula Gewebe mit Top Hat Strahlprofilen auf NHP die Versuchsrei- 
hen mit ns-Pulsen durchgeführt hat. Seine Studie war darauf konzentriert, den 
Diskrepanzfaktor zwischen Macula und Paramacula nach 24h zu untersuchen, 
weswegen keine Pulsfolgen in seinen Studien untersucht wurden. Allerdings 
bietet sich seine Studie hervorragend als Skalierung an, da er 5 ns-Pulse bei 
532 nm applizierte, sowohl Macula als auch Paramacula untersuchte und einer 
seiner untersuchten Durchmesser (320 um) mit der Kantenlänge dieser Studie 
(319 um) vergleichbar ist. Aus der ICNIRP geht jedoch hervor, dass für die Be- 
stimmung der retinalen Schädigungsexposition im ns-Puls-Bereich der Durch- 
messer (> 100 um) weitestgehend vernachlässigbar ist, da keine Wärme abge- 
führt werden kann. Da die Studie von Brinkmann et al. 250 ns-Pulse applizierte 
(thermo-mechanischer Schädigungsbereich, vgl. Kap. 3.2), war die resultieren- 
de Schädigungsexposition deutlich erhöht, weswegen diese Werte ebenfalls an 
die Studie von Zuclich et al. adaptiert wurde. Obwohl die Forschungsgrup- 
pe von Brinkmann et al. üblicherweise nachträglich die Expositionen um den 
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Paramacula, 24h, 500 um Durchmesser, kreisförmiger Top Hat 


Explant, 1h, 


46 um Durchmesser, kreisförmiger Top Hat 
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Abbildung 7.2: Untersuchung der ermittelten Schädigungsschwellen im Bezug zu den Grenzwerten 
des Lasersicherheitsstandards unter Auswahl des kritischsten Kriteriums nach Abschnitt 1.2.1. 
(a) Vergleich der MZB zu verfügbaren Datensätzen von Ref. [29,45]. Explant-Daten wurden 
skaliert nach Ref. [17]. (b) Ausarbeitung des Reduktionsfaktors (RF) und des Sicherheitsfaktors 
zwischen Schädigungsschwellen und GZS. 


124 


7.2 Vergleich zu den Grenzwerten des Lasersicherheitsstandards 


IMF korrigiert [32, 55,56], sind keine Angaben in der Veröffentlichung zu 
einer nachträglichen Korrektur beschrieben. 


Auch die Ergebnisse der Studie von Lund et al. sind in Abb. 7.2a dargestellt, 
um NHP- Daten mit ns-Pulsen zu vergleichen. Die Studie beinhaltet die Un- 
tersuchung zweier Durchmesser (100 um und 500 um). Da Lund selbst die 
messtechnischen Herausforderungen der Detektion über das Ophthalmoskop 
nach 24h bei dem kleineren Durchmesser bemängelt [157], wurde für die 
Auswertung lediglich die Expositionsergebnisse des größeren Durchmessers 
herangezogen, obwohl die maximale Pulsanzahl auf N = 100 beschränkt war. 
Der Versatz zu den Daten von Zuclich et al. lässt sich durch den histologi- 
schen Unterschied zwischen Paramacula und Macula erklären, da Lund et al. 
lediglich die weniger sensitive Paramacula untersuchte. 


Aus Abb. 7.2b geht hervor, dass der relative Reduktionstrend der vorliegenden 
Arbeit mit dem von Lund et al. übereinstimmt. Aus der Studie von Brinkmann 
et al. geht jedoch hervor, dass die Absenkung auch bei höheren Pulsanzahlen 
relativ gering (max. RF ca. 1,5 bei N=10000) bleibt, was auf die bessere 
Abkühlung einer kleineren bestrahlten Fläche (46 um) zurückzuführen ist. Des 
Weiteren wurden, die durch den resultierenden Korrekturfaktor C5, angepass- 
ten GZS (grün) eingefügt. Dabei ist in dunkelgrün der Verlauf des in Europa 
gültigen Cs (bzw. ehemaligen Cp in den USA) eingezeichnet. Zusätzlich ist 
in hellgrün der GZS nach aktuellem Cp in den USA aufgetragen. Dabei wird 
deutlich, dass der Sicherheitsabstand zwischen den an Zuclich et al. skalier- 
ten Messwerten (ca. Faktor von 1,1) zu den erlaubten Expositionen gering 
ist. Aus den ICNIRP geht hervor, dass es keinen einheitlichen Sicherheitsab- 
stand [15] gibt, allerdings sollte die Schädigungsschwelle keinesfalls auf den 
GZS oder den MZB liegen, da dadurch kein Sicherheitspuffer gewährleistet ist 
und gegebenenfalls Revisionen des Lasersicherheitsstandards (vgl. Kap. 1.1) 
ausgelöst werden. Der C5 bzw. ehemaliger Cp wird auf minimal 0,4 der GZS 
des Einzelpulses beschränkt, wodurch ein Sicherheitsfaktor von weiterhin ca. 
3 gewährleistet ist. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellen vor allem die GZS bzw. MZB für 
hohe Pulsanzahlen (N > 20 000) in Frage, da unklar ist, warum die Reduktion 
insbesondere für N > 1 000 ansteigt. Aus Abb. 7.2b geht hervor (orangefarbene 
Rauten), dass der RF für N> 1000 stetig bis zu einem Faktor von fast 3 
zunimmt. Die Begründung liegt vermutlich in einem Dominanzwechsel des 
zugrundeliegenden Schädigungsmechanismus. Scheinbar werden bei längeren 
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Pulsdauern andere Mechanismen aktiviert, die zum Zelltod führen. Es wurden 
daher zur genaueren Betrachtung die GZS gegenüber der ermittelten EDso 
dieser Studie (schwarze Quadrate, skaliert zu Zuclich etal. Einzelpulsmessung) 
aufgetragen, um den Sicherheitsfaktor (blaue Symbole) zu bestimmen. Die 
unausgefüllten Kreise entsprechen dabei dem Sicherheitsfaktor des in Europa 
gültigen C5 und des in den USA nicht mehr validen Cp. Der aktuelle Cp aus 
den USA ist mit Sternen dargestellt und zeigt auf, dass der Sicherheitsfaktor 
der Messwerte zu den GZS nahezu 1 wird. 


7.3 ANWENDUNG DER 
PULSINTERAKTIONSMODELLE 


7.3.1 WAHRSCHEINLICHKEITSSUMMATIONSMODELL 


In Kap. 3.3.2 wird beschrieben, wie das PSM zur Vorhersage der Wahrschein- 
lichkeit von laser-induzierten Schäden für Pulsfolgen angewendet werde kann. 
Daher wurden die gemessenen ED59 verwendet, um ein PSM für die jeweiligen 
Pulsfolgen abzuleiten. Anhand der Slope (vgl. Abb. 3.7) lässt sich die Absen- 
kung des EDso für höhere Pulsanzahlen vorhersagen. Dieses Modell kann 
weiterhin auch aus höheren Pulsanzahlen generiert werden und vorhersagen, 
wie die Schadensschwelle EDs für darauffolgende Pulsfolgen abnimmt [158]. 


Aus Abb. 7.3 geht hervor, dass die Modelle nicht geeignet erscheinen, die jewei- 
ligen EDso der vorgestellten Arbeit ausreichend restriktiv zu beschreiben. Die 
Vorhersagen des PSM unterschätzen in jedem Fall das Risiko eines Schadens. 
Da der Verlauf des PSM auf der Slope der zugrundeliegenden Messung basiert, 
ist dies auch der Grund für die Abweichung von den Schädigungsschwellen 
der darauffolgenden Pulsfolge-Experimenten: Eine niedrige Slope zeigt wohl 
einen deutlichen Übergang zwischen der binären Antwort (”Schädigung” bzw. 
"keine Schädigung”) an, beeinflusst dennoch auch den Verlauf der PSMs. 


Die Verwendung des PSM auf die erzeugten Daten führt zu der Schlussfolge- 
rung, dass die Beschreibung von Mehrfachimpulsdaten durch das PSM nicht 
angemessen ist, da die Modelle in jedem Fall die Gefährdung unterschätzt 
haben. 
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—E— Experimentell bestimmter ED,,|- 
— — PSM basierend auf N = 1 H 
— — PSM basierend auf N = 10 

= — PSM basierend auf N = 100 

— — PSM basierend auf N = 1000 

— PSM basierend auf N = 10000 4 
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Abbildung 7.3: Schadensschwellen der Mehrfachpuls-Bestrahlung mit einer Spotkantenlänge 
d=319 um und einer Pulsdauer von t=1.8ns mit PRF=25Hz. Fehlerbalken zeigen die 95% 
Konfidenzgrenzen an. Mit zunehmender Anzahl der Pulse ist eine Abnahme der einzelnen Einzel- 
pulsenergie einer Pulsfolge zu beobachten. Es wurden PSM-Modelle (gestrichelt) der einzelnen 
Mehrfachpuls-Schwellwerte generiert, die jedoch unabhängig vom Ausgangspunkt sind und die 
Reduktion in keinem Fall ausreichend restriktiv beschreiben können. 


Eine weitere Schwierigkeit des PSMs liegt darin, dass die Durchführung von 
Schädigungsexperimenten notwendig ist, um eine Dosis-Antwort-Kurve zu 
entwickeln. Es können daher keine Vorhersagen zu beliebigen Pulsdauern, 
PRF oder Spotgrößen erarbeitet werden. Entgegen des aktuellen Stands der 
Technik nimmt das PSM keine Abhängigkeit zur PRF an. Diese Schwierigkeit 
ist auch eine der größten Schwächen des Modellansatzes, da der Verlauf und die 
Vorhersage auf der Qualität und der biologischen Variabilität einer gemessenen 
Exposition und ihrer Slope beruhen [44, 70, 158]. 


Es gibt Untersuchungen mit NHP zu Multipulsen [45, 126], die mit dem PSM 
gut beschrieben werden können, da die Slope dieser Messungen deutlich grö- 
Ber war aufgrund der in vivo Messunsicherheit (vgl. Kap. 5.1.1). Der Nachteil 
ist jedoch, dass die ermittelte Slope zu ausgeprägt von der Dosimetrie und 
maßgeblich von der Detektionsmethode abhängt. 
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Die Daten dieser Arbeit passen aufgrund einer zu stark gewichteten Ab- 
hängigkeit von der Slope nicht zu den Modellansätzen. Zur Vorhersage 
der Schädigungsschwellen sollten Untersuchungen des zugrundeliegenden 
Schädigungsmechanismus durchgeführt werden. Auf Basis dieses Verständnis- 
ses können Beschreibungen (z.B. thermisch durch Arrhenius, vgl. Gl. (2.11)) 
zu den letalen Zellprozessen angefertigt werden, die nach den Ergebnissen 
dieses Abschnitts auf kumulative Prozesse hinweisen. 


7.3.2 KUMULATIVE EFFEKTE 


In diesem Abschnitt werden die möglichen kumulativen Effekte der Schädi- 
gungsmechanismen mit Ausnahme der photo-chemischen Prozesse hinsicht- 
lich der Ergebnisse dieser Arbeit geprüft und diskutiert. Unter der Annahme 
einer stimulierenden Wirkung nach Abschnitt 7.3.2, sensibilisiert sich das Ge- 
webe nach jedem Puls einer Pulsfolge. In Kap. 7.4 wird detailliert auf die 
Hinweise von photo-chemischen Effekten eingegangen. 


Thermische Schädigung Die Simulation aus Kap. 7.3 zeigt eindeutig, dass 
die thermische Schädigung eine höhere Energiedosis bedarf. Des Wei- 
teren hätte ein signifikanter Unterschied bei den Temperaturmessungen 
zu erkennen sein müssen. Da die Schädigungsschwellen aber weitestge- 
hend einen vergleichbaren Verlauf hatten, ist die thermische Schädigung 
für die Ergebnisse dieser Arbeit auszuschließen. 


Thermo-mechanische Schädigung Wie bereits Neumann [38] in seiner Dis- 
sertation herausstellte, ist die PRF dieser Arbeit zu niedrig, um von 
Überlagerungen erzeugter Mikroblasen auszugehen. Zusätzlich ergibt 
sich keinen wesentlichen Unterschied bei den Temperaturmessungen. 
Da die Nukleationsbedingungen maßgeblich von der Initialtemperatur 
des Gewebes abhängen, ist auch diese Art der Schädigung im Kontext 
dieser Arbeit für längere Emissionsdauern scheinbar auszuschließen. 


Photo-mechanisch Aufgrund der zu niedrigen Energiedosis und der Länge 
des Pulses ist Photodisruption auszuschließen. Photo-ablative Effekte 
bei denen die Melanosomoberfläche dauerhaft schleichend beschädigt 
wird, Können nicht ausgeschlossen werden, wobei der Abgleich mit der 
Literatur darauf hinweist, dass die Energiedosis auch für diesen Effekt 
deutlich unterschritten wird. 
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7.4 INDIZIEN ZUR PHOTO-CHEMISCHEN REAKTION 


Die starke Reduktion (vgl. Abb. 7.2b) der Schädigungsschwellen (zwischen 
N = 1000 und N =20 000) weist auf einen weiteren Schädigungsmechanismus 
im Netzhautgewebe hin. Abbildung 7.4 zeigt, dass durch die hohe Anzahl 
von Pulsen (längere Emissionsdauer) eine Dosis erreicht wird, die zu einer 
Schädigung führt. Diese Schädigung kann durch photo-chemische Effekte 
beschrieben werden, da kritische Grenzdosen für diese Art der Schädigung 
charakteristisch (vgl. Reziprozitätsgesetz, Gl. (3.3)) sind [159, 160]. Photo- 
chemische Effekte treten typischerweise bei längeren Belichtungszeiten und 
kürzeren Wellenlängen des sichtbaren Spektrums auf [59, 114]. Dennoch ist 
bekannt, dass die subzellulären Reaktionen als Folge der photo-chemischen 
Wirkung auch bei kürzeren Belichtungen auftreten, jedoch nicht als dominie- 
render Schädigungsmechanismus [161]. 
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Abbildung 7.4: Photo-chemische Schäden treten ab einer Dosis von etwa 200J/cm? (grüne Linie) 
oder niedriger auf (unter Berücksichtigung der abnehmenden Steigung von N= 1000). Frühere 
Dosen, die den Schaden verursachten, basierten auf einem thermo-mechanischen Mechanismus 
und waren nicht photo-chemischen Ursprungs. Der weitere leichte Anstieg der effektiven Dosis 
für die Schädigung kann auf Reparaturmechanismen zurückzuführen sein. 
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Die Ergebnisse aus Abb. 7.3 deuten darauf hin, dass bei den niedrigeren Pulsan- 
zahlen in den Untersuchungen der photo-chemische Effekt wahrscheinlich nicht 
entscheidend fiir die Schädigung ist. Bei den kürzeren Emissionsdauern domi- 
niert die thermo-mechanische Schädigung. Diese Vermutung lässt sich auch 
in einem Übergangsbereich (zwischen N = 1000 und N = 10000) beobachten, 
in dem die Schädigungsschwellen stärker abfallen als zuvor (vgl. RF ca. 2-3 in 
Abb. 7.2b). Dieser Übergang kann im Hinblick auf die höhere Dosis als photo- 
chemischer Effekt gemäß des Reziprozitätsgesetzes interpretiert werden. Nach 
der Laserschutznorm kann es ab dieser Gesamtexpositionszeit (400 s) sowohl 
zu thermischen als auch zu photo-chemischen Schäden kommen. Bei der Ein- 
zelpulsexposition oder niedrigen Pulsanzahlen wird erwartet, dass die thermo- 
mechanische oder thermische Schädigungsschwelle deutlich niedriger ist als 
die photo-chemische Schädigung. Höhere Pulsanzahlen benötigen daher weni- 
ger Einzelpulsenergie, da sie die identische kritische Dosis aufbringen müssen 
(unter Vernachlässigung zellinterner Reparaturmechanismen [162]), um oxi- 
dativen Stress in Form von photo-chemischen Schäden [114] auszulösen. 


7.4.1 METABOLISCHE AKTIVITAT 


Die Verwendung der Explants hat den zusätzlichen Vorteil, dass die Fluores- 
zenzbilder (siehe Abb. 7.5) indirekt Auskunft über die Stoffwechselaktivität der 
bestrahlten Zellen geben. Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM konnte 
die erhöhte Stoffwechselaktivität in den bestrahlten Zellen nachgewiesen wer- 
den. 


100 um 
—> 


Abbildung 7.5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zur Aktivierung und Anregung des um- 
gewandelten Calceins. (1) Regelmäßig angeregte, vitale hexagonale RPE-Strukturen ohne La- 
serbestrahlung. (2) Zerstörte Zellmembranen durch Intensitätsmodulationsspitzen im Strahlprofil. 
(3) Zellen mit höherer Helligkeit durch erhöhte Stoffwechselaktivität. 
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Die bestrahlten Zellen waren unterhalb der Schädigungsschwelle angeregt, 
was sich durch einen helleren Farbton in der Fluoreszenzaufnahme bemerk- 
bar macht. Dieser Effekt lässt sich dadurch erklären, dass diese Zellen mehr 
Calcein-AM in Calcein umgewandelt haben. Dieses Verhalten deutet auf bio- 
chemische Prozesse hin, die die Theorie der entstehenden freien Radikale mit 
zytotoxischer Wirkung unterstützen. 


7.4.2 VERGLEICH ZUR LITERATUR 


Die Studien von Ham et al. [59] untersuchten an NHP photo-chemische Schä- 
den durch eine 488nm-CW-Strahlung. Die Ergebnisse wurden nach 48h 
ausgewertet. Ham et al. kamen zu dem Schluss, dass bei Expositionszeiten 
von mehr als 1000s die Schädigung offenbar photo-chemischen Ursprungs 
ist. Uber das Reziprozitätsgesetz (vgl. G1. 3.3) und dessen Anpassung an Re- 
paraturmechanismen (siehe Anhang A) lässt sich erklären, dass ab einer zu 
bestimmenden Bestrahldauer bei entsprechender Bestrahlung H eine totale 
Dosis erreicht wird, die zur Schädigung führt. Aus Abb. 7.4 ergibt sich diese 
Dosis im Bereich zwischen 40s und 400. 


Die Beobachtung von photo-chemischen Effekten (siehe Abb. 7.6) durch 
RPE-Disruption wurde zusätzlich bereits in vivo bei NHP für verschiedene 
Wellenlängen beobachtet: In einer Studie von Zhang et al. [58] wurden die 
photo-chemischen Effekte als Primärschaden nachgewiesen. Sie nutzten CW- 
Bestrahlung mit einer Wellenlänge von 594 nm und ermittelten die EDso-Werte 
zu 82 uJ/ cm’, wobei die letale Dosis ED100 140 uJ/ cm? betrug. Das Pulsmus- 
ter sowie die Spotgröße sind irrelevant fiir photo-chemische Effekte, wodurch 
die Daten besser verglichen werden können. Ihre schädigende Gesamtdosis ist 
konsistent zu den Daten dieser Arbeit (vgl. Abb. 7.6a). 


Da die Proben dieser Arbeit jedoch bei kontrollierter Raumtemperatur in HBSS 
bestrahlt wurden, wäre eine größere Abweichung gegenüber der in vivo Mes- 
sung zu erwarten gewesen. Es ist aber auch möglich, dass die photo-chemischen 
Prozesse erst dann ausgelöst werden, wenn die Körpertemperatur des NHP 
überschritten wird. 


Abbildung 7.6 zeigt den Vergleich der gemessenen schädigenden Gesamtex- 
position dieser Arbeit mit den beiden veröffentlichten vergleichbaren Studien: 
In beiden Veröffentlichungen von Ham et al. und Zhang et al. ist eine Art 
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Abbildung 7.6: Vergleich der integrierten Schadensexpositionen mit weiteren Studien [58, 59] 
zu photo-chemischen Effekten. (a) Vergleich verschiedener Emissionsdauern. (b) Darstellung der 


Wellenlängenabhängigkeit. 
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7.4 Indizien zur photo-chemischen Reaktion 


*Sattigung” ab einer bestimmten Emissionsdauer (vgl. Abb. 7.6a) zu erkennen. 
Die Daten von Ham et al. zeigen diesen Übergangsbereich lediglich für die 
kürzeren Wellenlängen ab Emissionsdauern von > 10s. Außerdem untersuchte 
er in seiner Studie die notwendige Schädigungsdosis für ausgewählte Bestrah- 
lungszeiten für verschiedene Wellenlängen. Die Daten von Ham et al. für 
Wellenlängen von 488nm und 514,5nm zeigen eine ähnliche Sättigung wie 
in der vorgestellten Arbeit. Die längeren Wellenlängen hingegen, zeigen diese 
Sättigung nicht. Im Experiment dieser Studie kann der Übergang ab etwa 400 s 
(entspricht N = 10000) beobachtet werden. Bei längeren Emissionsdauern wur- 
de minimal mehr Energie benötigt, um die Proben zu schädigen. Der Versatz 
kann durch zellinterne Reparaturprozesse erklärt werden. Aus der Arbeit von 
Ham et al. geht ein ähnlicher Verlauf (vgl. Abb. 7.6a für Emissionsdauern ab 
10s) der absoluten schädigenden Expositionsdosis hervor. 


Die Studien von Zhang et al. und Ham et al. beweisen eine ähnliche Wellenlän- 
genabhängigkeit für die notwendige schädigende Einwirkung. Die Ergebnisse 
von Zhang et al. bestätigen die Untersuchungen zur Wellenlängenabhängig- 
keit von Hams Studien. Zudem stimmt die schädigende Dosis beider Veröf- 
fentlichungen mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie überein. Weiterhin 
unterstreicht Zhang etal. eine unterschätzte photo-chemische RPE-Schädigung 
für längere Wellenlängen. In Abb. 7.6b ist die Wellenlängenabhängigkeit im 
Vergleich zu den Werten von Zhang et al. eingezeichnet. Die Daten dieser 
Arbeit bekräftigen die Ergebnisse der Studie von Zhang et al. für verschiedene 
Wellenlängen. Bei längeren Pulsdauern ist die schädigende Dosis, aufgrund 
von Reparaturmechanismen, geringfügig höher. 


Die photo-chemische Schädigung bestätigt sich neben der guten Übereinstim- 
mung mit den Daten von Zhang et al. und Ham et al. durch deutliche Hinweise 
aufgrund der erhöhten metabolischen Aktivität, der Studie zum oxidativem 
Stress (vgl. Kap. 6.2.2) und der Übereinstimmung mit dem angepassten Rezi- 
prozitätsgesetz (vgl. Anhang A). 
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ZUSAMMENFASSUNG DES KAPITELS 


Die Untersuchung der Uneinheitlichkeit verfügbarer laser- 
induzierter Schädigungsschwellen lässt sich größtenteils durch 
Fluktuationen des Strahlprofils erklären. In der vorliegenden Ar- 
beit konnte dadurch eine Diskrepanz von bis zu ca. 3 nachgewiesen 
werden. 


Der Vergleich der adaptierten EDso-Werte mit den MZB ergibt 
in Europa einen Sicherheitsfaktor von minimal 2. Im Vergleich 
zu den MZB der USA ergibt sich aufgrund des revidierten Cp 
ein Sicherheitsfaktor von 1,1. Der Sicherheitsabstand bei höheren 
Pulsanzahlen ist sowohl in Europa als auch den USA fragwürdig. 


Der Vergleich mit Pulsinteraktionsmodellen weist deutlich aufeinen 
kumulativen Effekt hin. Das PSM ist nicht geeignet, den Redukti- 
onstrend zu beschreiben. 


Die Zunahme des Reduktionstrends bei Pulsanzahlen (N > 1 000) 
deutet auf einen Dominanz-Wechsel des zugrundeliegenden Schä- 
digungsmechanismus hin. 


Es wurden erstmalig die Effekte einer photo-chemischen Schädi- 
gung an Explants beobachtet und Indizien dazu vorgestellt. 


Die eindeutigen Nachweise der erhöhten metabolischen Aktivität 
in den bestrahlten Zellen und der Vergleich verfügbarer Daten zu 
photo-chemischen Schädigungsuntersuchungen deuten auf bislang 
nicht bei ns-Pulsen berücksichtigte letale bio-chemische Prozesse 
hin. 
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8 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 


In der vorliegenden Arbeit wurde ein optischer Messaufbau zur Untersuchung 
der laser-induzierten Schädigung durch Multipulse an retinalen Explants ent- 
wickelt. Der Messaufbau wurde durch den Einsatz einer Quadratkernfaser und 
zusätzlicher Abbildungskontrolle gegenüber dem Stand der Technik erweitert. 
Damit konnte ein verbessertes Top Hat Strahlprofil mit niedrigen Fluktuatio- 
nen (Faktor < 1,15, Literatur < 3,8) erzeugt werden. Die Entwicklung dieses 
Messplatzes ermöglichte die Etablierung eines Verfahrens zur Durchführung 
von Schädigungsexperimenten und die Erweiterung der bisher geringen Da- 
tenbasis von Schädigungsmessungen. Unter der Verwendung von speziellen 
Fluoreszenzfarbstoffen war es möglich, weitere Informationen über den Schä- 
digungsmechanismus zu gewinnen. Die erzeugte Datenbasis konnte anschlie- 
Bend durch ausgearbeitete Pulsinteraktionsmodelle bezüglich des zugrunde- 
liegenden Schädigungsmechanismus bewertet und interpretiert werden. 


Die Ausgangssituation von Schädigungsschwellen im ns-Bereich war durch ei- 
ne geringe und uneinheitliche Datenlage gekennzeichnet, die jedoch als Grund- 
lage für die MZB und GZS des Lasersicherheitsstandards DIN EN 60825- 
1:2015 dient. Der aktuelle Kenntnisstand über Schädigungsschwellen durch 
neue Forschungsergebnisse kann unter Berücksichtigung von einem Sicher- 
heitsabstand zu Anpassungen der Grenzwerte durch die Empfehlungen der 
ICNIRP führen. Um die Zuverlässigkeit der aktuellen Expositionsgrenzwerte 
zu prüfen und als Konsequenz dessen, Revisionen der GZS für ns-gepulste 
Laserprodukte zu vermeiden, insbesondere für den LiDAR-Anwendungsfall, 
wurden Multipulse hinsichtlich der gültigen MZB bzw. den GZS in Europa 
und den USA untersucht. 


In dieser Arbeit wurden erstmalig ex vivo Untersuchungen bis zu einer Pulsan- 
zahl von N = 20 000 im ns-Bereich sichtbarer Strahlung durchgeführt. Die Un- 
tersuchung dieses Spektralbereichs ist von großer Bedeutung, da diese als Da- 
tenbasis für Extrapolationen in Wellenlängenbereichen verwendet wird, in de- 
nen keine Schädigungsmessungen (z. B. 905 nm) durchgeführt werden können. 
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Weiterhin wurden diese Studien fiir unterschiedliche Temperaturen und ver- 
schiedene Stufen von oxidativem Stress durchgeführt, um die äußeren Einflüsse 
auf die Schädigungsschwellen bei Explants auszuarbeiten und zu evaluieren. 
Die erzeugte Datenbasis an Schädigungsschwellen konnte die resultierenden 
Sicherheitsabstände zu den GZS des Lasersicherheitsstandards klar darstellen 
und zeigten einen minimalen Faktor von 2. Die MZB der USA wiederum hat- 
ten aufgrund des für Multipulse revidierten Korrekturfaktors lediglich einen 
Sicherheitsabstand von 1,1 für die höchste Pulsanzahl der vorliegenden Arbeit. 
Diese deutliche Reduktion des Sicherheitsabstands lässt sich auf den Wechsel 
des zugrundeliegenden dominanten Schädigungsmechanismus zurückführen. 


Die im Rahmen dieser Arbeit zur Beschreibung der Wechselwirkungen im Ge- 
webe ausgearbeiteten Pulsinteraktionsmodelle, die auf kumulativen Prozessen 
und statistischen Ereignissen basieren, konnten durch die erzeugte Datenbasis 
der Schädigungsexperimente geprüft und erweitert werden. Das in der Literatur 
beschriebene Wahrscheinlichkeitssummationsmodell war in keiner Versuchs- 
reihe ausreichend restriktiv, um die Schädigungsschwelle vorherzusagen noch 
den relativen Verlauf korrekt zu beschreiben. Stattdessen wurden zum ersten 
Mal bei Explants eindeutige Hinweise zu einer photo-chemischen Schädigung 
bei längeren Pulsdauern (ab ca. 400 s) vorgestellt und mit Beobachtungen aus 
der Literatur verglichen, die dieses Ergebnis unter Bezugnahme des Rezipro- 
zitätsgesetz bestätigten. 


Synchronmessungen zum Schädigungsmechanismus Die stark abfal- 
lenden Schädigungsschwellen bei der hohen Anzahl von Pulsen lassen ver- 
muten, dass entweder ein kumulativer mechanischer Vorgang ausgelöst oder 
photo-chemische Prozesse induziert werden. Um den dominanten Schädi- 
gungsmechanismus zu identifizieren, könnten zukünftige Experimente mit 
einer höheren Pulswiederholfrequenz (ca. 1kHz) wiederholt werden. Eine 
Verkürzung der Zeitintervalle zwischen den Pulsen könnte Aufschluss ge- 
ben, ob es sich um reversible oder nicht-reversible kumulative Effekte handelt. 
Der zugrundeliegende Schädigungsmechanismus könnte so möglicherweise 
besser verstanden werden. Zur weiteren Verifizierung der photo-chemischen 
Prozesse erscheint es sinnvoll, die Zellen mit Stressmarkern zu markieren, 
um zytotoxische Stresslevels für verschiedene Belichtungsdosen ermitteln zu 
können. 
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Konsequenz fiir den Lasersicherheitsstandard Die Ergebnisse dieser Ar- 
beit deuten auf eine eindeutige Reduktion des Sicherheitsabstands bei hohen 
Pulsanzahlen hin, da scheinbar photo-chemische Prozesse aktiviert werden. 
Da diese Prozesse jedoch charakteristisch fiir UV- bzw. Vis- Licht sind, stellt 
sich die Frage, ab welchem Wellenlängenbereich diese Vorgänge bei länge- 
ren Emissionsdauern nicht ausgelöst werden. Nach Stand der Forschung ist 
bekannt, dass bei 1064 nm keine photo-chemischen Prozessen beobachtet wor- 
den sind. Da jedoch die meisten LiDAR-Sensoren um 905 nm emittieren, ist 
unklar, ob diese Wellenlänge von getriggerten photo-chemischen Effekten af- 
fektiert ist. Zur Beantwortung dieser Frage sind kommerziell verfügbare La- 
serstrahlquellen notwendig, die wie ein LiDAR im Submikrosekundenbereich 
Pulse aussenden, die jedoch eine hohe Einzelpulsenergie von mindestens 1 mJ, 
einen niedrigen M? (<2), geringe Divergenz (<3 mrad) und vor allem eine 
hohe Puls-zu-Puls-Stabilität (< 5%) aufweisen können. 


Langzeitschädigungen In zukünftigen Studien sollte die Langzeitschädi- 
gung untersucht werden. RPE-Zellkulturen mit Primärzellen könnten verwen- 
det werden, um sich dem Modell eines in vivo Organismus zu nähern. Interzel- 
luläre Prozesse können über einen längeren Zeitraum beobachtet, verstanden 
und für eine Modellentwicklung genutzt werden. 
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A MODELL ZUR BESCHREIBUNG 
PHOTO-CHEMISCHER SCHADIGUNG 


In diesem Abschnitt wird der Ansatz einer Modellierung zur Beschreibung 
photo-chemischer Schädigungen dargestellt. Erste Überlegungen zu dieser Dar- 
stellung basieren auf den Modellen zu thermischer Schädigung und Veröffent- 
lichungen von Clark et. al [70]. 


ZWEI-PROZESS-RATENGLEICHUNG 


Dieser Modellansatz beruht auf der Annahme, dass sich im RPE-Gewebe eine 
Anzahl an Molekülen A befindet, die durch eine Laserbestrahlung temperatur- 
unabhängig aktiviert werden zu A*. Die Konzentration von A* ist entscheidend 
für das Eintreten einer photo-chemischen Schädigung. Da in lebendigen Or- 
ganismen auch temperaturabhängige Reparaturprozesse aktiv sind, muss dies 
in der Betrachtung zum Auf- bzw. Abbau von A* berücksichtigt werden. Zur 
genaueren Erläuterung wird von einem von der Zelle bereitgestellten Molekül 
E ausgegangen, das zur Deaktivierung von A* bereitgestellt wird. 


Für die genaue Beschreibung dieser beiden Prozesse bietet sich daher nach 
Gl. (A.1) ein Zwei-Prozess-Raten-Modell an, das die Erzeugnisrate von A* 
über die Zeit angibt. Der erste Term von Gl. (A.1) beschreibt die Photonen- 
flussdichte durch ® (= H/(t-h-v)) und den Effizienzfaktor 7, der die Wahr- 
scheinlichkeit angibt, dass ein einfallendes Photon absorbiert wird und das 
aktivierte Molekül A* erzeugt. Der zweite Term von Gl. (A.1) beschreibt die 
Deaktivierungsrate von A* durch die Aktivierungsenergie E4 , die Kollisions- 
frequenz Z mit der Reaktion zu & und A* zu A. R beschreibt die Gastkonstante 
und T(t) drückt die Temperatur der Zelle zum Zeitpunkt 1 aus. 


d[ Ax] 
dt 


-mo-[Al- zz] ea AD 
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Unter der Annahme, dass die Moleküle A und € unbeschränkt vorhanden sind, 
lässt sich die Gleichung vereinfachen auf: 


dlA*] Ea 
di =n:® z-exp( pip) A (A.2) 
Durch diese Annahme könnte die starke Temperaturabhängigkeit zur Beschrei- 
bung photo-chemischer Schäden erklärt werden, da beim Erreichen einer ge- 
wissen Temperatur, die Vernichtung von A* überwiegt. Oberhalb einer be- 
stimmten kritischen Temperatur wird der photo-chemische Schädigungsme- 
chanismus vollständig negiert, so dass die Schadensschwelle durch thermische 
Schädigung bei Energien bestimmt wird, die viel höher sind als die Rezipro- 
zitätsenergie. Zudem werden ab dem Erreichen einer kritischen Temperatur 
erneut thermische Schäden dominant. 


DEFINITION EINER PHOTO-CHEMISCHEN SCHÄDIGUNGSSCHWELLE 


Um eine Relation zwischen den schädigenden aktivierten Molekülen A* und 
der kritischen Exposition H herzustellen, muss der Bestand der Moleküle A* 
durch Integration von Gl. (A.2) berechnet werden. Durch diese Berechnung 
kann der Bestand der Moleküle A* zur Zeit ¢ in eine Verknüpfung gebracht 
werden. 


n:® 


[Acie = — 7 — 
Z:exp (- Rn) 


-(1-exp(-Z-exp Geo -T)) (A.3) 


Dabei kann das Prinzip der Reziprozität angewandt werden: Hier bleibt die 
Strahlungsbelastung konstant, wenn die Belichtungsdauer variiert. Daraus 
folgt, dass mit zunehmender Emissionsdauer die einfallende Bestrahlungs- 
stärke abnimmt, was wiederum bedeutet, dass die Belichtungstemperatur ge- 
senkt wird. Die Reziprozität legt nahe, dass die Löschrate (vgl. zweiter Term 
aus Gl. (A.2)) bei niedrigen Temperaturanstiegen klein ist. Dadurch kann eine 
Hilfsvariable 7, (empirisch bestimmte Expositionsdosis aus den Ergebnis- 
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sen in Abb. 7.4 eingeführt werden um die Exposition durch Reziprozität zu 
bestimmen. 


n:® H, 


Z-exp(-z545) RI 


[Ars = (1 =exp(-Z-exp en 7) (AA) 


Gl. (A.4) kann durch die Potenzreihenentwicklung und der Vernachlässigung 
höherer Ordnungen vereinfacht werden zu Gl. (A.5): 


-H, 


[Athair = 1, 
eV 


(A.5) 


Diese Vereinfachung kann widerum in Gl. (A.3) eingesetzt werden, unter der 
Annahme, dass ® = Hyi/(h- v - T). Dadurch ergibt sich 


Ait = Hp: T: Z- exp l-z] -(1—exp(-Z - exp (-5 sal -t)y! (A.6) 
Die schädigende Dosis kann fiir gleichbleibende Temperaturen durch Gl. (A.6) 
bestimmt werden. Da aber vor allem bei längeren Expositionen die Erhöhung 
der Gewebetemperatur unvermeidbar wird, muss der Anstieg in die Gleichung 
berücksichtigt werden. Da ein gepulster Betrieb mit sehr kurzen Pulsen zu 
einzelnen Temperaturspitzen führt, kann die Wärmeleitungsgleichung nicht 
linearisiert angenommen werden, weswegen zukünftige Arbeiten sich auf der 
Modellierung der Temperaturverteilung konzentrieren könnten und diese in 
Gl. (A.6) integrieren können. 


Diese Überlegungen können als Basis für zukünftige Modellbildungen dienen. 
Zudem sind weitere Untersuchungen des oxidativen Stresses durch äußere 
Einwirkungen wie Luftkontakt und Medium-Konzentration für eine weitere 
Modellbildung zu berücksichtigen. 
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